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Washington, D.C. 20231 
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In the matter of the above-identified application for patent, notice is hereby given that 

applicant(s) request that the Examiner consider the documents cited in the International 

Search Report according to MPEP §609 and so indicate by a statement in the first Office 

Action that the information has been considered. When the Form PCT/DO/EO/903 indicates 

both the search report and copies of the documents are present in the national stage file, there 

is no requirement for the applicant(s) to submit them (1 156 O.G. 91 November 23, 1993). 
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PCT/FR98/02667 

TRAITE D^fooPERATION EN MATIERl^ BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61 .2 du PCT) 


Destinataire: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UN1S D'AMERiQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 
06 aout 1999 (06.08.99) 




Demande Internationale no 

PCT/FR98/02667 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
BLOcp263/35P 


Date du depot international (jour/mots/annee) 
09 decembre 1 998 (09. 1 2.98) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
09 decembre 1997 (09.12.97) 


Deposant 

KANNOUCHE, Patricia etc 



1. L'office designe est a vise de son election qui a ete faite: 

1 X | dans la demande d'examen preliminaire international presentee a ('administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

25 juin 1999 (25.06.99) 



| | dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. L'election | X| a ete faite 

| | n'a pas ete faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'appiique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de TOMPI 


Fonctionnaire autorise 


34, chemin des Colombettes 


Antonia Muller 


121 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83-38 



Formulaire PCT/IB/331 (jurllet 1992) 2774384 



BV^c 6mi^ par: 33 01 45 62 04 86 ORES le 06/06/00 15:24 A4 NORM Pg: 32/35 



INTERN AlTO N A.L SEARCH REPORT 



Inter Jn^i AfiplfeaUon Mo 

PCT/FR 98/02667 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , , . , 

IPC 6 C12N15/12 C12Q1/68 CQ7K14/47 A61K38/17 A61K31/70 



According to international Fattnt Qawiflcatlori (iFCl or to both national dftsaifteattoo and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation warened (datirfrcatioft ro(lOw/«Cf by ciatsffltttion symbols > 

IPC 6 C07K C12N 



DacumantatKin searched other than minimum documentation 10 th* extent thai aucfi documents are included «n tha Hat da aa arena d 



Elactrorttc data ba*e eon*UHed during ih« international search (nam* ot data 4M4 and, wtWe practical. search terms used) 



C. QQCUMeMTQ COHaiOgRgP TO B£ RELEVANT 



Category 4 Citation of document, with indication, v-n#r* uppropriata. Of tt>* f*tevant paaaagaa 



P. KANN0UCHE ET AL: "Overexpressl on of 
Klnl7 protein forms Intranuclear fod 1n 
mammalian cells" 
BI0CHIMIE, 

vol, 79 , no. 9-10, October 1997, pages 
599-606, XP002076394 

* whole document in particular pages 600 and 601 



-/— 



Relevant to claim No. 



2-4, 

15-17,27 



1,6-14, 

18-21, 

23,31 



Further doiumonit are Hated in the continuation at box C. 



|^ | Potant family mam bars a 



\ Mated In annax. 



■ Special categories of etfad document* t 

"A" document defining the general stata of ma art which ifl not 
considered to b* ot particular taia-vance 

earlier document but published on or after lha international 
Ming date 

"L* doeumant which may throw dounta on priority elalmia>or 
which is cited io establish the publication data or another 
Citation or other spatial reason ( a* jpectf )#d> 

«q* document raiarnng to art Oral dfectocure. use. exhibition or 
other maana 

*P* document pubtlahad prior to th* international filing data out 
later than the priority data ctainwd 



T later doetimerrtpubltoh«datt4rih* irn*m*itona| Ming data 
or priority data and not in conflict with the application bur 
£4*4 to uncarBtand the prirwiphp or theory underlying tha 
Invention 

•"X" document of particular relevance; tha ctaimed invantiOP 
cannot b« con4id#f*d nova) or cannot be considered (0 
tavpfra qn inventive* at*p wn«it th* document 1a taken alone 

"Y" doeumant of particular ratavanea: th# claimed invention 

cannot He conftldarad to involve an inventJve step when tha 
document i» combined with one or mora other auch docu j 
meoli. such combination being oo^ou* to a peraon skilled 
in tha art. 

"4" document member ol the *ame patent family 



Date oi th« actUftL completion ot th* international rarcn 



15 April 1999 



Data of mailing of the international aaarch ^poh 



03/05/1999 



Name and mailing addreaa or tha ISA 

European Patent Office. P.B. 5fl18 PalanUaan 2 

Tel. {+3 1-70) 340-5040, Xx. 31 651 *pOnt t 
Fax: (+gi,70>340-3016 



AuihQrized officer 



Le Cornec* N 



Pern PCT;ieAtfiiMM«nd *hmmi) (July 1993) 



nafld 1 ^ 



EP»£5 emi^ par: 33 01 45 62 04 86 ORES le 06/06/00 15:24 A4 NORM Pg: 33/35 

ENTERNATIO N A_L SEARCH REPORT 



Irttor, Jnal Appftantitirt Ha 

PCT/FR 98/02667 



C ^flnilrtuaeionj 0QCUMBNT5 CQWSlOfiflSD TO Se RCLSVAMT 



Category ' Cit4tfan of document, with irtdieafwawrt*/* *pprapnar#, of .'»J*vanf passages 



FR 2 706 437 A (C0MMISARIAT A I' ENERG1E 

AT0MI0UE) 23 December 1994 

cited In the application 

see claims; figures 1,8; examples 1-3,7 



see page 6 r 
see page 3 t 
see page 8, 
see page 6, 
see page 5, 



line 
1 ine 
line 
line 
1 ine 



17 
25 
34 
19 
10 



page 
1 ine 
page 
page 
1 ine 



7 

33 
9, 
7, 
20 



1,6 



7-H t 31, 
32 



line 
11 tie 



30 
36 



see page 10, line 13 - page 11, line 10 

D.S.F. 8IAR0 ET AL: ,T D1 fferenti al 
expression of the hsKinl7 protein during 
differentiation of In vitro reconstructed 
human skin" 

ARCHIVES OF DERMAT0L0GICAL RESEARCH, 

vol, 289, no, 8, July 1997 ( pages 448-456, 

XP002076395 

cited in the application 
see abstract 

left-hand column 
right-hand column 
right-hand column 
left-hand column 



1,15,23, 
24 



see page 455, 
see page 453, 
see page. 451, 
see page 449, 



A. MAZIN ET AL: "k1nl7, a mouse nuclear 

zinc finger protein that binds 

preferentially to curved DNA" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH . ( 

vol. 22 T no. 20, 1994 # pages 4335-4341, 

XP002G76396 

OXFORD G6 

cited In the application 
see page 4336 

see page 4337, right-hand column - page 
4338, left-hand column 

M.D. ADAMS ET AL: "EST63674 Jurkat 
T-cells V Homo $ apt ens cONAS 1 end similar 
to zinc finger protein K1N17* 
EMBL DATABASE ENTRY HSZZ60420, ACCESSION 
NUMBER AA355283,18 April 1997 , XP002099352 
see abstract 

& M.D, ADAMS ET AL: "initial assessment 
of human gene diversity and expression 
patterns based upon 83 million nucleotides 
of cDNA sequence" 
NATURE. , 

vol. 377, 1995, pages 3-174 T 
LONDON GB 



2-5, 

15-18,31 



Farm PCT/t$>vZJ<] (cafltiftUMfon Gi tetfrttf ahmmn (-"V 1992) 



enuLs par: 33 01 45 62 04 86 ORBS le 06/06/00 15:24 A4 NORM Pg: 34/35 
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PCT/FR 98/02667 



C,(C4ntlnuatian) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 1 



Citation or document, wl ,^ moitiailoawhara appropna*#. or eh* tttevartf p assays S 



rtaJevanl to claim No. 



J.F, ANGULO ET AL: "Identification and 
expression of the cDNA of KINI7, a 
zinc-finger gene located on mouse 
chromosome 2 , encoding a new DNA-blndlng 
protein" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH. , 

vol. 19, no. 19 + 1991, pages 5U7-5123, 

XP002Q76397 

OXFORD GB 

cited In the application 
see the whole document 

d:s.F. BIARD ET AL: "Enhanced expression 

of the Ktnl7 protein Immediately after low 

doses of Ionizing radiation" 

RADIATION RESEARCH, 

vol, 147, no. 4, April 1997, pages 

442-450 ♦ XP002Q76398 

cited in the appMcatfaii 
see the whole document 

J t F* ANGULO ET AL: "Identification of a 
mouse cDNA fragment whose expressed 
polypeptide reacts with antl-Reca 
antibodies" 
BIOCHIMIE, 

vol, 73, no. 2-3, March 1991, pages 
251-256, XP002076423 
cited in the application 
see page 255; figure 3 
see page 254 

A, TISSIER ET AL: "Molecular cloning and 
characterization of the mouse K1nl7 gene 
coding for a Zn-flnger protein that 
preferentially recognizes Bent DNA M 
GENOMICS, 

vol. 38, no* 2, 1 December 1996, pages 
238-242, XP002099853 
see the whole document 

KANNOUCHE ET AL: rt The nuclear 
concentration of K1nl7, a mouse protein 
that binds to curved DNA, increases during 
cell proliferation and after UV 
irradiation" 
CARCINOGENESIS, 

vol. 19, no. 5, May 1998, pages 781-789, 
XP00Z076399 



1,6,27 



7-14 

23,24 



6,31 



1,6-14 



Fwm PCTVISAffllO (coMtnumt* ni s*softd **mt) (July 1H3> 



nana "7 rt-F *1 



end** par: 33 01 45 62 04 86 ORES le 06/06/00 15:24 A4 NORM Pg: 35/35 
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information On p^tofil family mimbin 



irn»( ,on*( AppUeatian No 

PCT/FR 98/02667 



Patanc document 
cited trt search report 



ct&ta 



Patent famity 



Publication 
date 



FR 2706487 



23-12-1994 



NGN£ 



Paim PCTJ&AM 4 ipntwrt taffy *<v»*xj (JUy t 



TRAITE ^bOOPERATION EM MATIE^b&6.R£yJET3 

PCT n 50 * 0 3 0 M ^ 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



T 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

2315.WO 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr&iminaire international (formulaire PCT/1PEA/416) 


Demande internationate n° 


Date du depot international (jour/moi$/ann4e) 


Date de priorite (jour/mois/ann£e) 


PCT/FR98/02663 


08/12/1998 


08/12/1997 


Classification international© des brevets (CIB) ou a lafois classification nationale et CIB 
B62B7/08 


Deposant 






AMPAFRANCEetal. 







1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a l'articie 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuifle de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I Base du rapport 



d'application industrielle 
Absence d'unite de ('invention 

Declaration motivee selon l'articie 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

irregularites dans la demande Internationale 

Observations relatives a la demande internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


s 


V 


bi 


VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
Internationale 

28/06/1999 



Date d'achevement du present rapport 



9 



f \ 01 Bi; 



Norn et adresse postale de t'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 

Tel +49 89 2399 - 0 Tx; 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



J 



Fonctionnaire autorisd 
Ferranti, M 

N° de telephone +49 89 2399 8846 




Formulaire PCT/IPEA/409 (fouillo tk> couverture) (janvier 1S94) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demand© internationals n° PCT/FR98/02663 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des Elements ci-apres {les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
/'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sent considerees, dans ie present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sontpas jointes en annexe au rapport puisqu'elfes ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -20 version initiate 

Revendications, N°: 

1 -28 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/9-9/9 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a £te formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerdes 

comme allant au-dela de Texpose de ('invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-aprds 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas ecbeant : 
IV. Absence d'unite de I'invention 

1 . En reponse a ('invitation a limiter les revendications ou a payer des taxes additionnelles, le deposant a 

□ limits les revendications. 

□ pay e des taxes additionnelles . 

□ paye des taxes additionnelles sous reserve. 



Formulae PCT/IPE A/409 {ondrm i-ViH. fedite 1) (jan^r i9i 




RAPPORT D'EXAMEN 

PREL1MINAIRE INTERNATIONAL Demancle intemationale n° PCT/FR98/02663 

□ ni iimite les revenclications ni paye des taxes additionnelles. 

2. 13 (.'administration chargee de Pexamen preliminaire international estime qu'il n'est pas satisfait a ('exigence 

d'unite d'invention et decide, conformement a la regie 68.1 , de ne pas inviter le deposant a limiter les 
revendications ou a payer des taxes additionnelles. 

3. ^administration chargee de I'examen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ il est satisfait a ('exigence d'unite de invention. 

IS il n'est pas satisfait a ('exigence d'unite de ('invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voir feu i lie separee 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande Internationale ont fait I'objet d'un examen preliminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 

K toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n os . 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1, Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1 -28 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 1 -28 

Non : Revendications 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-28 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularis dans la demande Internationale 

Les irregularis suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 



Fomiulatre PCT/IPEA/4G9 (cadres l-VNI feuiite 2) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR98/02663 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point IV 
Absence d'unite de linvention 

1. Cette administration chargee de I'examen preliminaire international estime que la 
demande ne satisfait pas a ('exigence d'unite d'invention telle que definie a la 
Regie 13 du PCT; elle emet neanmoins une opinion ecrite basee sur la totalite de 
la demande (Regie 68(2) du PCT). 

En particulier, le jeu de revendications 1 a 28 tel que depose comporte les trois 
inventions suivantes incluses dans la demande: 

Invention 1 (decrite dans les revendications 1 a 8) 

Ces revendications definissent une poussette pliante, du type presentant deux 
bras-poussoirs, ayant comme caracteristique particuliere des elements de support 
du hamac coulissants le long des bras-poussoir. Cette caracteristique permet un 
pliage compact de la poussette resultant en un encombrement inferieur a celui 
des poussettes connues. 

Invention 2 (decrite dans les revendications 9 a 1 8) 

L'objet de ces revendications defini une poussette pliante, du type presentant 
deux bras-poussoirs comportant comme caracteristique particuliere un arceau de 
maintien qui se plie et se met en position automatiquement. Cette caracteristique 
simplifie la manipulation de la poussette, le pliage et le depliage se faisant en une 
seule operation. 

Invention 3 (decrite dans les revendications 19 a 28) 

Ces revendications concernent une poussette pliante, du type presentant deux 
bras-poussoirs ayant comme caracteristique particuliere des moyens de securite 
comprenant des elements de blocage du coulissement des bras-poussoirs le long 
des pietements. Cette caracteristique resout le probleme d'empecher le 
repliement accidentel de la poussette lorsqu'un enfant est present dans le hamac. 



Formulaire PCT/Feuille s^aree/409 (feuilie 1) (OEB-avrii 1997) 




RAPPORT D'EXAMEN Demande international n° PCT/FR98/02663 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



2. Les trois inventions separees susmentionnees ne sont pas liees entre elles de 
sorte a former un seul concept inventif general (regie 13.1 PCT). Elles cornportent 
des problemes techniques differents et qui ne sont pas resolus par des 
caracteristiques particulieres communes. 

En effet, il n'y a pas de correspondance entre les caracteristiques techniques 
particulieres de ces inventions: I'objet de I'invention 1 est un element coulissant 
de support du hamac, Pobjet de Pinvention 2 concerne un arceau de maintient et 
de protection de Penfant transports dans la poussette tandis que I'objet de 
Pinvention 3 se refere a des moyens de securite contre le repliage intempestif de 
la poussette. Par consequent ces trois inventions ne sont pas liees entr' elles de 
sorte a former un seul concept inventif general. 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, l activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
l appui de cette declaration 

3. II est fait reference au document suivant: 
D1 =" FR-A-2 693 162 



Le document D1 est considere comme etant Petat de la technique le plus proche 
de Pobjet des revendications 1 , 9, 19 et 28. Le document en question en expose 
les caracteristiques suivantes (les references entre parentheses s'appliquent a ce 
document): 

"Poussette pliante, du type presentant deux bras-poussoirs (8a, 8b) 
susceptibles de coulisser sensiblement parallelement a des pietements (2a, 
2b) du chassis de ladite poussette, entre deux positions extremes: 

- une position deployee, dans laquelle lesdits bras-poussoirs (8a, 8b) 
sont deployes, ladite poussette developpant un hamac (nacelle 32) pret 
a recevoir un enfant, et 



-ormulaire PCl /FGuiiSe sdpar4e/409 (feuiife 2) (OEB-avrii <^/7) 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



- une position pliee, dans laquelle lesdits bras-poussoirs (8a, 8b) sont 
au moins partiellement ramenes le long desdits pietements (2a, 2b), de 
fa?on a reduire Tencombrement de ladite poussette", 

qui correspondent aux preambules des revendications 1, 9 et 19. La poussette 
decrite dans le document D1 comporte aussi un dispositif de verrouillage en 
position depioyee (voir page 11, lignes 26-29), ce qui correspond au preambule 
de la revendication 28. 

Les objets des revendications 1, 9, 19 et 28 different done de la poussette pliante 
connue du D1. L'objet de ces revendications est done nouveau (article 33(2) 
PCT). 

5. Les problemes que les inventions revendiquees dans la presente demande se 
proposent de resoudre doivent etre vus dans la realisation d'une poussette pliante 
capable d'etre pliee simplement et de fa?on particulierement compacte, ainsi que 
d'etre equipee d'un arceau de maintient qui se met automatiquement en position 
et pouvant aussi assurer a I'enfant une securite contre tout repliage intempestif. 

Les solutions de ces problemes, telles que proposees dans les revendications 1, 
9, 19 et 28 de la presente demande, peuvent etre considerees comme impliquant 
une activite inventive (article 33(3) PCT). 

En effet, la combinaison des caracteristiques de la revendication 1 et en 
particulier la solidarisation du hamac aux bras poussoir au moyen d'elements 
mobiles en translation n f est pas comprise dans I'etat de la technique connu et 
n'en decoule pas a I'evidence. 

II en est de meme pour la combinaison des caracteristiques de la revendication 9, 
en particulier les moyens de guidage et de maintien assurant le positionnement 
automatique de Tanneau de maintient objet de la revendication 9. 

Aussi les caracteristiques des revendications 19 et 28, en particulier les elements 
de blocage montes sur un bras poussoir et sur le pietement correspondant, ne 



Foonuiaire PCT/Feuiiie separee/409 (feuiile 3} (OEB-avrii 1097) 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



sont pas comprises dans Petat de la technique divulgue dans le rapport de 
recherche. 



6. Les revendications 2 a 8 ainsi que les revendications 10 a 18 et les revendications 
20 a 27 dependent respectivement des revendications 1, 9 et 19 et satisfont done 
egalement, en tant que revendications dependantes, aux conditions requises par 
le PCT en ce qui concerne la nouveaute et I'activite inventive. 



Concernant le point VII 

Irregularis dans la demande intemationaie 

7. Les caracteristiques figurant dans les revendications ne comportent pas de signes 
de reference mis entre parentheses (regie 6.2 b) PCT). 

8. L'objet de la revendication 9 etant une poussette, la partie earacterisante devrait 
se referer a "...ce qu'elle comprend ..." 



Foimulaire PCT/Feuille s6par^e/409 (feuiila 4) (OEB-avrii 199?) 



TRAITE DE (^OPERATION EN MATIERE DE BMbfETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

BL0cp263/35P 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/lSA/220) et, le cas echeant, \e point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 98/02667 


Date du dep6t international (jour/mois/annee) 

09/12/1998 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

09/12/1997 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par 1'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a ('article 18. Une copie en est transrnise au Bureau international, 

Ce rapport de recherche internationale comprend 4 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne* d'une copie de chaque document relatif a Tetat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, fa recherche internationale a 6t6 eifectuee sur la base de la demande internationale dans la 
iangue dans laquelle e!le a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a i'administration. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
fa recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

E 
E 
□ 



2. 
3. 



contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 
deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
remis uiterieurement a ('administration, sous forme ecrite. 
| | remis uiterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur, 

[ | La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par 6cnt et fourni uiterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a et6 fournie. 

| | La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete" fournie. 

[~] II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre (). 
| | II y a absence d'unite de I'invention (voir fe cadre II). 



4. En ce qui concerne ie titre, 

p>T] ie texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par i'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

□ 



|Y] Ie texte est approuve' tel qu'ii a ete remis par le deposant 

le texte (reproduit dans )e cadre 111) a et6 etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des dessins a publier avec Tabrege" est la Figure n° = 



| | suggere"e par le deposant. Aucune des figures 

□ , x , , , , n'est a publier. 

parce que le deposant n a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caract^rise mieux I'invention. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dgmande Internationale No 

■■/FR 98/02667 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE , 

CIB 6 C12N15/12 C12Q1/68 C07K14/47 A61K38/17 A61K31/70 



Seion ia classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la C1B 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimale consulted (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C07K C12N 



Documentation consulted autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents reievent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consulted au cours de la recherche inter nationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie * 


Identification des documents cites, avec, fe cas echeant, ('indication des passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 


P. KANNOUCHE ET AL: "Overexpresslon of 


2-4, 




KInl7 protein forms intranuclear foci in 


15-17,27 




mammalian cells" 






BIOCHIMIE, 






vol, 79, no. 9-10, octobre 1997, pages 






599-606, XP002076394 




A 


* le document en entier plus 


1,6-14, 




particulierement pages 600 et 601* 


18-21, 






23,31 




-/-- 





Voir la suite du cadre C pour la fin de fa list© des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document deflnissant I'etat general de la technique, non 
consider comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais public a la date de dep6t international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priority ou cite" pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document public avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



"T" document ulterieur public apres la date de depdt international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; 1'inven tion revendiquee ne peut 
etre conside>ee comme nouveile ou comme impiiquant une activity 
inventive par rapport au document consid^re isoiement 

"Y" document particulierement pertinent; I'invention revendiquee 

ne peut etre consideree comme impiiquant une activity inventive 
iorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

&" document qui fait partie de la meme fatniile de brevets 



Date a taquelle la recherche internationale a 6te effectivement achevee 

15 avHl 1999 


Date d' expedition du present rapport de recherche internationale 

03/05/1999 


Nom et adresse postale de r ad ministration chargee de la recherche internationale 
Office European des Brevets, P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Le Cornec, N 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COWIME PERTINENTS 



Demande Intern at ionafe No 

^yFR 98/02667 



CategoHe ° Identification des documents cites, avec,fe cas echeant, Hndfcationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



X 
A 



FR 2 706 487 A (COMMISARIAT A L' ENERGIE 
ATOMIQUE) 23 decembre 1994 
cite dans la demande 

voir revendications; figures 1,8; exemples 
1-3,7 



voir page 6, 
voir page 8, 
voir page 8, 
voir page 6, 
voir page 5, 



ligne 17 
ligne 25 
ligne 34 
1 igne 
1 igne 



19 
10 



page 7 
ligne 33 

page 9, ligne 30 
page 7, ligne 36 
ligne 20 



voir page 10, ligne 13 - page 11, ligne 10 

D.S.F. BIARD ET AL: "Differential 
expression of the hsKinl7 protein during 
differentiation of in vitro reconstructed 
human skin" 

ARCHIVES OF DERMAT0L0GICAL RESEARCH, 
vol. 289, no, 8, juillet 1997, pages 
448-456, XP002076395 
cite dans la demande 
voir abrege 

voir page 455, colonne de gauche 
voir page 453, colonne de droite 
voir page 451, colonne de droite 
voir page 449, colonne de gauche 

A. MAZIN ET AL: "kinl7, a mouse nuclear 

zinc finger protein that binds 

preferentially to curved DNA" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH. , 

vol. 22, no. 20, 1994, pages 4335-4341, 

XP002076396 

OXFORD GB 

cite dans la demande 

voir page 4336 

voir page 4337, colonne de droite - page 
4338, colonne de gauche 

M.D. ADAMS ET AL: "EST63674 jurkat 
T-cells V Homo sapiens cDNA5' end similar 
to zinc finger protein KIN17" 
EMBL DATABASE ENTRY HSZZ60420, ACCESSION 
NUMBER AA355283,18 avril 1997, XP002099852 
voir abrege 

& M.D. ADAMS ET AL: "initial assessment 
of human gene diversity and expression 
patterns based upon 83 million nucleotides 
of cDNA sequence" 
NATURE. , 

vol. 377, 1995, pages 3-174, 
LONDON GB 

-/-- 



1,6 



7-14,31, 
32 



1,15,23, 
24 



2-5, 

15-18,31 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



COMME 



I Ogmar 

m 



iande Internationale No 

/FR 98/02667 



tu» a leg o r i e 






X 


J.F, ANGULO ET AL: "Identification and 


1,6,27 




expression of the cDNA of KIN17, a 






zinc-finger gene located on mouse 






chromosome 2 , encoding a new DNA-binding 






proxein 






NUCLEIC ACIDS RESEARCH. , 






vol. 19, no. 19, 1991, pages 5117-5123, 






XP002076397 






OXFORD GB 






cite dans la demande 




A 


voir le document en entier 


7-14 


A 


— 

D.S.F. BIARD ET AL: "Enhanced expression 


23,24 




Or xne i\ini/ proxein irnmecn axe ly atxer low 






doses of ionizing radiation" 






RADIATION RESEARCH, 






vol. 147, no. 4, avril 1997, pages 






442-450, XP002076398 






cite dans la demande 






voir le document en entier 






A 


J.F, ANGULO ET AL: "Identification of a 


6,31 




mouse cDNA fragment whose expressed 






polypeptide reacts with anti-Reca 






ant "i h/^H hoc" 






BIOCHIMIE, 






vol. 73, no. 2-3, mars 1991, pages 






251-256, XP002076423 






cite dans la demande 






voir page 255; figure 3 






voir page 254 






A 


A. TISSIER ET AL: "Molecular cloning and 


1,6-14 




cnaraCten Zaii on or trie mouse i\ini/ gene 






coding for a Zn-finger protein that 






preferentially recognizes Bent DNA" 






GENOMICS, 






vol. 38, no, 2, 1 decembre 1996, pages 






238-242, XP002099853 






voir le document en entier 






T 


P. KANNOUCHE ET AL: "The nuclear 






concentration of Kinl7, a mouse protein 






that binds to curved DNA, increases during 






cell proliferation and after UV 






irradiation" 






CARCINOGENESIS, 






vol. 19, no. 5, mai 1998, pages 781-789, 






XP002076399 
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24°) Utilisation selon la revendication 23, pour la preparation cfun 
medicament inhibant la proliferation cellulaire, notamment destine au traitement des 
maladies dans lesquelles on observe une hyperproliferation cellulaire. 

25°) Utilisation d'une proteine kinl7 de mammifere ou d'un 
5 fragment de proteine selon Tune quelconque des revendications 21 et 22, pour la pre- 
paration d'un medicament contrdlant la fertilite. 

26°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 23 a 25, 
caracterisee en ce que ladite sequence est selectionnee dans le groupe constitue par les 
sequences SEQ ID NO:22, 23, 25, 26, 35 et 36. 
10 27°) Vecteur d'expression, caracterise en ce qu'il inclut une 

sequence codant pour une proteine kinl7 de mammifere ou un fragment de celle-ci 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:l, 2, 3, 33 et 34. 

28°) Vecteur d' expression selon la revendication 27, caracterise en 
ce que ladite sequence codant pour ladite proteine kin 17 ou ledit fragment de celle-ci 
15 est fusionnee avec un gene qui code pour une proteine fluorescente. 

29°) Utilisation d'un vecteur d' expression incluant une sequence 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:l, 2, 3, 24, 33 et 
34, pour la preparation d'un medicament controlant la proliferation cellulaire. 

30°) Utilisation d'un vecteur d' expression incluant une sequence 
20 selectionnee dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:l, 2, 3, 24, 33 et 
34, comme outil de detection, notamment pour visualiser les sites et la progression de 
la reparation de V ADN et les centres de biosynthese intranucleaire. 

31°) Utilisation du fragment compris entre les aminoacides 55-235, 
de preference le fragment compris entre les aminoacides 129 et 228 d'une proteine 
25 kinl 7 de mammifere pour la regulation de Finteraction proteine-ADN courbe. 

32°) Reactifs de detection d'une sequence nucleique codant pour une 
proteine kinl 7 de mammifere ou un fragment modifie de ces sequences, caracterises 
en ce qu'ils incluent les sequences SEQ ID NO:4-21, 33 et 34 ainsi que les fragments 
A de 453 pb, B de 1265 pb et C de 224 pb, eventuellement marques. 

30 
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Tailie ties 
fragments 
(pdb) 



23130 
9416 
6557 
4361 

2322 
2027 



B 



564 




1 000 



FIGURE 1 
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LISTAGE DE SEQUENCE 



<110> KANNOUCHE, Patricia 
MAUFFREY, Philippe 
PINON-1ATAILLADE, Ghislaine 
BIARD, Denis 

ANGULO-MORA, Jaime Francisco 
COMMISSARAIT A L'ENERGIE ATOMIQUE 

<12 0> SEQUENCES CODANT POUR UNE PROTEINE kinl7 ET LEURS 
APPLICATIONS 



<130> BLOcp263/35P 



<140> 
<141> 

<150> 97 15536 

<151> 1997-12-09 



<160> 36 



<170> Patentln Vers. 2.0 



<210> 1 
<211> 1528 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 1 crt 
ctagaattca gcggccgctg aattctagaa ctggggtcca gaaagtgatc gctgccgtgg 60 
tcgccatggg gaagtcggat tttcttactc ccaaggctat cgccaacagg atcaagtcca 120 
aggggctgca gaagctacgc tggtattgcc agatgtgcca gaagcagtgc cgggacgaga 180 
atggctttaa gtgtcattgt atgtccgaat ctcatcagag acaactattg ctggcttcag 240 
aaaatcctca gcagtttatg gattattttt cagaggaatt ccgaaatgac tttctagaac 3 00 
ttctcaggag acgctttggc actaaaaggg tccacaacaa cattgtctac aacgaataca 360 
tcagccaccg agagcacatc cacatgaatg ccactcagtg ggaaactctg actgatttta 420 
ctaagtggct gggcagagaa ggcttgtgca aagtggacga gacaccaaaa ggctggtata 480 
ttcagtacat agacagggac ccagaaacta tccgccggca actggaactg gagaaaaaga 540 
aaaagcagga ccttgatgat gaagaaaaaa ctgccaaatt tattgaagag caagtgagaa 6 00 
gaggcctgga agggaaggaa caggaggtcc ctacttttac ggaattaagc agagaaaatg 660 
atgaagagaa agtcacgttt aatttgagta aaggagcatg tagctcatcc ggagcaacat 720 
cttccaagtc aagtactctg ggaccgagtg cactgaagac gataggaagt tcagcatcag 780 
tgaaacgaaa agaatcttcc cagagctcaa ctcagtctaa agaaaagaag aaaaagaaat 840 
ctgcactgga tgaaatcatg gagattgaag aggaaaagaa aagaactgcc cgaacagact 900 
actggctaca gcctgaaatt attgtgaaaa ttataaccaa gaaactggga gagaaatatc 96 0 
ataagaaaaa ggctattgtt aaggaagtaa . ttgacaaata tacagctgtt gtgaagatga 1020 
ttgattctgg agacaagctg aaacttgacc agactcattt agagacagta attccagcac 1080 
caggaaaaag aattctagtt ttaaatggag gctacagagg aaatgaaggt accctagaat 1140 
ccatcaatga gaagactttt tcagctacta tcgtcattga aactggccct ttaaaaggac 1200 
gcagagttga aggaattcaa tatgaagaca tttctaaact tgcctgagtt tgaaaatttg 1260 
ttaacaatac attaaaatct taaagcatca aattggtgtt cgccaaggca ttatgagact 1320 
ctactgtgtt agggtatatt cttttgtata aaacaaacag gtttttgaaa atattactgt 138 0 
atagttgttc agctaaactt tgagaagaat ttaattatgt ctcatgaggt atcaaactat 1440 
gtaattttgt ccttgttatt tttgtttcct ttgtaattta cttgatgagt ttatatcttc 1500 
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attaaagaat gttattataa aaaaaaaa 



1528 



<210> 2 
<211> 1102 
<212> M)N 
<213> Mus sp. 

<400> 2 

atgggcaagt cggattttct gagccccaag gccatcgcca atagaattaa gtccaaaggg 60 

ctccagaagc ttcgctggta ctgccagatg tgccaaaagc aatgccgcga cgagaatggc 120 

tttaagtgtc actgtatgtc tgaatctcat caaagacaac tgttgctggc ttcagaaaac 180 

cctcagcagt ttatggatta tttttcagag gaattccgaa atgactttct ggaacttctg 24 0 

aggcgacgct ttggcactaa aagggtccac aacaacattg tcfcacaatga atacatcagc 300 

caccgagagc acatccacat gaacgctacc cagtgggaga cactgaccga ctttaccaag 360 

tggctgggca gagagggctt gtgtaaaggt accagtgcac tgaagctgct ggggagcgca 42 0 

gcatccggga aacggaaaga gtcttcacag agctccgccc agcctgcgaa gaagaagaag 480 

tcggccctgg atgagatcat ggagctcgaa gaggaaaaga aaaggaccgc acggacagac 540 

gcctggttac agccggggat cgttgtgaaa attataacga agaagcttgg ggagaaatat 600 

cacaagaaga aaggggtcgt taaggaagtg attgacaggt acacagctgt ggtaaagatg 66 0 

actgactctg gagacaggct gaaactggac cagactcatt tagagacagt cattccggcc 72 0 

ccggggaaaa gggttctagt tttaaatgga ggctacagag gaaatgaagg cactctcgaa 780 

tccatcaatg agaaggcttt ttcagccacg atagtcattg aaactggacc tttgaaagga 840 

cgcagagttg aaggtattca atatgaagac atatctaaac ttgcttgagt ttgaaaattt 900 

gataacaaca cattgaaact gtgaagcatc aaattggtgt tagccaaggc actgtgtaac 960 
tctactgtgt taggggattt gttttgtatt ■ aaaaaaaaaa aaatcatcta tttaaatact 102 0 
agtgaatagt tgggtaaatt tataataaaa tctatgtttt ttttaagtgt aaaaaaaaaa 108 0 
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa 1102 

<210> 3 

<211> 1002 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



tgattcgagc tcggtacccg gggatccgat tagaaagtga tcgctgccgt ggtcgccatg 60 
gggaagtcgg attttcttac tcccaaggct atcgccaaca ggatcaagtc caaggggctg 120 
cagaagctac gctggtattg ccagatgtgc cagaagcagt gccgggacga gaatggcttt 18 0 
aagtgtcatt gtatgtccga atctcatcag agacaactat tgctggcttc agaaaatcct 240 
cagcagttta tggattattt ttcagaggaa ttccgaaatg actttctaga acttctcagg 3 00 
agacgctttg gcactaaaag ggtccacaac aacattgtct acaacgaata catcagccac 360 
cgagagcaca tccacatgaa tgccactcag tgggaaactc tgactgattt tactaagtgg 42 0 
ctgggcagag aaggcttgtg caaaagtgca ctgaagacga taggaagttc agcatcagtg 48 0 
aaacgaaaag aatcttccca gagctcaact cagtctaaag aaaagaagaa aaagaaatct 540 
gcactggatg aaatcatgga gattgaagag gaaaagaaaa gaactgcccg aacagactac 600 
tggctacagc ctgaaattat tgtgaaaatt ataaccaaga aactgggaga gaaatatcat 660 
aagaaaaagg ctattgttaa ggaagtaatt gacaaatata cagctgttgt gaagatgatt 720 
gattctggag acaagctgaa acttgaccag actcatttag agacagtaat tccagcacca 780 
ggaaaaagaa ttctagtttt aaatggaggc tacagaggaa atgaaggtac cctagaatcc 840 
atcaatgaga agactttttc agctactatc gtcattgaaa ctggcccttt aaaaggacgc 900 
agagttgaag gaattcaata tgaagacatt tctaaacttg cctgagtttg aaaatttgtt 960 
aacaatacct ttaaaatctt aaagcatcaa attggtgttc gc 1002 



<400> 3 
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<210> 4 

<211> 1002 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

tcagagacaa ctattgctgg cttcagaaaa tcctcagcag tttatggatt atttttcaga 60 
ggaattccga aatgactttc tagaacttct caggagacgc tttggcacta aaagggtcca 12 0 
caacaacatt gtctacaacg aatacatcag ccaccgagag cacatccaca tgaatgccac 18 0 
tcagtgggaa actctgactg attttactaa gtggctgggc agagaaggct tgtgcaaagt 24 0 
ggacgagaca ccaaaaggct ggtatattca gtacatagac agggacccag aaactatccg 300 
ccggcaactg gaactggaga aaaagaaaaa gcaggacctt gatgatgaag aaaaaactgc 36 0 
caaatttatt gaagagcaag tgagaagagg cctggaaggg aaggaacagg aggtccctac 420 
ttttacggaa ttaagcagag aaaatgatga agagaaagtc acgtttaatt tgagtaaagg 48 0 
agcatgtagc tcatccggag caacatcttc caagtcaagt actctgggac cgagtgcact S40 
gaagacgata ggaagttcag catcagtgaa acgaaaagaa tcttcccaga gctcaactca 600 
gtctaaagaa aagaagaaaa agaaatctgc actggatgaa atcatggaga ttgaagagga 6 60 
aaagaaaaga actgcccgaa cagactactg gctacagcct gaaattattg tgaaaattat 720 
aaccaagaaa ctgggagaga aatatcataa gaaaaaggct attgttaagg aagtaattga 78 0 
caaatataca gctgttgtga agatgattga ttctggagac aagctgaaac ttgaccagac 84 0 
tcatttagag acagtaattc cagcaccagg aaaaagaatt ctagttttaa atggaggcta 900 
cagaggaaat gaaggtaccc tagaatccat caatgagaag actttttcag ctactatcgt 960 
cattgaaact ggccctttaa aaggacgcag agttgaagga at 1002 

<210> 5 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 6 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

cctggtgctg gaattactgt ct 22 

<210> 7 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 5 

ctcaggagac gctttggcac ta 



22 



<400> 7 

tcttttcgtt tcactgatgc t 



21 



<210> 8 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 8 

gggagagaaa tatcataaga aaaa 



24 



WO 99/29845 ~ PCT/FR98/02667 



<210> 9 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

tccctctgta gccctcccat tt 

<210> 10 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

ttttcagcta ctatcgttca tt 

<210> 11 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 

cgagtgcact gaagacgata gg 

<210> 12 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 12 

attcttttcg tttcactgat 

<210> 13 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

ggcaatacca gcgtagcttc tgcagc 

<210> 14 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 

ctctgatgag attcggacat acaat 

<210> 15 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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<400> 15 

tctcctgaga agttctagaa a 

<210> 16 

<211> 40 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 16 

actgccaaat ttattgaaga gcaagtgaga agaggcctgg 

<210> 17 

<211> 40 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

ccaggcctct tctcacttgc tcttcaataa atttggcagt 

<210> 18 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 18 

agaaagtgat cgctgccgtg gt 

<210> 19 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 19 

gcgaacacca atttgatgct ttaaga 

<210> 20 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 20 

tcagagacaa ctattgctgg c 

<210> 21 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 21 

attccttcaa ctctgcgtcc tt 

<210> 22 

<211> 291 

<212> PRT 

<213> MUS Sp. 
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<400> 22 

Met Gly Lys Ser Asp Phe Leu Ser Pro Lys Ala He Ala Asn Arg He 
15 10 15 

Lys Ser Lys Gly Leu Gin Lys Leu Arg Trp Tyr Cys Gin Met Cys Gin 
20 25 30 

Lys Gin Cys Arg Asp Glu Asn Gly Phe Lys Cys His Cys Met Ser Glu 
35 40 45 

Ser His Gin Arg Gin Leu Leu Leu Ala Ser Glu Asn Pro Gin Gin Phe 
50 55 60 

Met Asp Tyr Phe Ser Glu Glu Phe Arg Asn Asp Phe Leu Glu Leu Leu 
65 70 75 80 

Arg Arg Arg Phe Gly Thr Lys Arg Val His Asn Asn lie Val Tyr Asn 
85 90 95 

Glu Tyr He Ser His Arg Glu His He His Met Asn Ala Thr Gin Trp 
100 105 110 

Glu Thr Leu Thr Asp Phe Thr Lys Trp Leu Gly Arg Glu Gly Leu Cys 
115 120 125 

Ala Leu Lys Leu Leu Gly Ser Ala Ala Ser Gly Lys Arg Lys Glu Ser 
130 135 140 

Ser Gin Ser Ser Ala Gin Pro Ala Lys Lys Lys Lys Ser Ala Leu Asp 
145 150 155 160 

Glu He Met Glu Leu Glu Glu Glu Lys Lys Arg Thr Ala Arg Thr Asp 
165 170 175 

Ala Trp Leu Gin Pro Gly He Val Val Lys He He Thr Lys Lys Leu 
180 185 190 

Gly Glu Lys Tyr His Lys Lys Lys Gly Val Val Lys Glu Val He Asp 
195 200 205 

Arg Tyr Thr Ala Val Val Lys Met Thr Asp Ser Gly Asp Arg Leu Lys 
210 215 220 

Leu Asp Gin Thr His Leu Glu Thr Val He Pro Ala Pro Gly Lys Arg 
225 230 235 240 

Val Leu Val Leu Asn Gly Gly Tyr Arg Gly Asn Glu Gly Thr Leu Glu 
245 250 255 

Ser He Asn Glu Lys Ala Phe Ser Ala Thr He Val He Glu Thr Gly 
260 265 270 



Pro Leu Lys Gly Arg Arg Val Glu Gly He Gin Tyr Glu Asp He Ser 
275 280 285 
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Lys Leu Ala 
290 



<210> 23 
<211> 293 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 23 

Met Gly Lys Ser Asp Phe Leu Thr Pro Lys Ala lie Ala Asn Arg lie 
15 10 15 

Lys Ser Lys Gly Leu Gin Lys Leu Arg Trp Tyr Cys Gin Met Cys Gin 
20 25 30 

Lys Gin Cys Arg Asp Glu Asn Gly Phe Lys Cys His Cys Met Ser Glu 
35 40 45 

Ser His Gin Arg Gin Leu Leu Leu Ala Ser Glu Asn Pro Gin Gin Phe 
50 55 60 

Met Asp Tyr Phe Ser Glu Glu Phe Arg Asn Asp Phe Leu Glu Leu Leu 
65 70 75 80 

Arg Arg Arg Phe Gly Thr Lys Arg Val His Asn Asn lie Val Tyr Asn 
85 90 95 

Glu Tyr lie Ser His Arg Glu His lie His Met Asn Ala Thr Gin Trp 
100 105 110 

Glu Thr Leu Thr Asp Phe Thr Lys Trp Leu Gly Arg Glu Gly Leu Cys 
115 120 125 

Ala Leu Lys Thr lie Gly Ser Ser Ala Ser Val Lys Arg Lys Glu Ser 
130 135 140 

Ser Gin Ser Ser Thr Gin Ser Lys Glu Lys Lys Lys Lys Lys Ser Ala 
145 150 155 160 

Leu Asp Glu lie Met Glu lie Glu Glu Glu Lys Lys Arg Thr Ala Arg 
165 170 175 

Thr Asp Tyr Trp Leu Gin Pro Glu lie lie Val Lys He He Thr Lys 
180 185 190 

Lys Leu Gly Glu Lys Tyr His Lys Lys Lys Ala He Val Lys Glu Val 
195 200 205 

He Asp Lys Tyr Thr Ala Val Val Lys Met He Asp Ser Gly Asp Lys 
210 215 220 



Leu Lys Leu Asp Gin Thr His Leu Glu Thr Val He Pro Ala Pro Gly 
225 230 235 240 
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Lys Arg lie Leu Val Leu Asn Gly Gly Tyr Arg Gly Asn Glu Gly Thr 
245 250 255 

Leu Glu Ser lie Asn Glu Lys Thr Phe Ser Ala Thr lie Val He Glu 
260 265 270 

Thr Gly Pro Leu Lys Gly Arg Arg Val Glu Gly He Gin Tyr Glu Asp 
275 280 285 

He Ser Lys Leu Ala 
290 



<210> 24 
<211> 1390 
<212> ADN 
<213> Mus sp. 

<400> 24 

atgggcaagt cggattttct gagccccaag gccatcgcca atagaattaa gtccaaaggg 6 0 
ctccagaagc ttcgctggta ctgccagatg tgccaaaagc aatgccgcga cgagaatggc 120 
tttaagtgtc actgtatgtc tgaatctcat caaagacaac tgttgctggc ttcagaaaac 180 
cctcagcagt ttatggatta tttttcagag gaattccgaa atgactttct ggaacttctg 24 0 
aggcgacgct ttggcactaa aagggtccac aacaacattg tctacaatga atacatcagc 3 00 
caccgagagc acatccacat gaacgctacc cagtgggaga cactgaccga ctttaccaag 360 
tggctgggca gagagggctt gtgtaaagtg gatgagacac cgaaaggctg gtacattcag 420 
tacatagaca gagacccaga aaccatccgt cggcaactgg aattagaaaa aaagaagaag 480 
caagatctgg acgatgaaga aaaaactgcc aagttcattg aggagcaggt gagaagaggc 54 0 
ctggaaggga aagagcagga gacacctgtt tttacagaac ttagccgaga aaatgaggaa 600 
gaaaaagtta cgttcaatct gaataaagga gcgggtggct cagcgggagc tacaacatcc 66 0 
aagtcaagct ctttgggacc aagtgcactg aagctgctgg ggagcgcagc atccgggaaa 720 
cggaaagagt cttcacagag ctccgcccag cctgcgaaga agaagaagtc ggccctggat 780 
gagatcatgg agctcgaaga ggaaaagaaa aggaccgcac ggacagacgc ctggttacag 840 
ccggggatcg ttgtgaaaat tataacgaag aagcttgggg agaaatatca caagaagaaa 900 
ggggtcgtta aggaagtgat tgacaggtac acagctgtgg taaagatgac tgactctgga 960 
gacaggctga aactggacca gactcattta gagacagtca ttccggcccc ggggaaaagg 1020 
gttctagttt taaatggagg ctacagagga aatgaaggca ctctcgaatc catcaatgag 1080 
aaggcttttt cagccacgat agtcattgaa actggacctt tgaaaggacg cagagttgaa 114 0 
ggtattcaat atgaagacat atctaaactt gcttgagttt gaaaatttga taacaacaca 1200 
ttgaaactgt gaagcatcaa attggtgtta gccaaggcac tgtgtaactc tactgtgtta 1260 
ggggatttgt tttgtattaa aaaaaaaaaa atcatctatt taaatactag tgaatagttg 1320 
ggtaaattta taataaaatc tatgtttttt ttaagtgtaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 13 80 
aaaaaaaaaa 13 90 

<210> 25 
<211> 391 
<212> PRT 
<213> Mus sp. 

<400> 25 

Met Gly Lys Ser Asp Phe Leu Ser Pro Lys Ala He Ala Asn Arg He 
15 10 15 
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Lys Ser Lys Gly Leu Gin Lys Leu Arg Trp Tyr Cys Gin Met Cys Gin 
20 25 30 

Lys Gin Cys Arg Asp Glu Asn Gly Phe Lys Cys His Cys Met Ser Glu 
35 40 45 

Ser His Gin Arg Gin Leu Leu Leu Ala Ser Glu Asn Pro Gin Gin Phe 



Met Asp Tyr Phe Ser Glu Glu Phe Arg Asn Asp Phe Leu Glu Leu Leu 
65 70 75 80 

Arg Arg Arg Phe Gly Thr Lys Arg Val His Asn Asn lie Val Tyr Asn 
85 90 95 

Glu Tyr lie Ser His Arg Glu His lie His Met Asn Ala Thr Gin Trp 
100 105 110 

Glu Thr Leu Thr Asp Phe Thr Lys Trp Leu Gly Arg Glu Gly Leu Cys 
115 120 125 

Lys Val Asp Glu Thr Pro Lys Gly Trp Tyr lie Gin Tyr lie Asp Arg 
130 135 140 

Asp Pro Glu Thr He Arg Arg Gin Leu Glu Leu Glu Lys Lys Lys Lys 
145 150 155 160 

Gin Asp Leu Asp Asp Glu Glu Lys Thr Ala Lys Phe He Glu Glu Gin 
165 170 175 

Val Arg Arg Gly Leu Glu Gly Lys Glu Gin Glu Thr Pro Val Phe Thr 
180 185 190 

Glu Leu Ser Arg Glu Asn Glu Glu Glu Lys Val Thr Phe Asn Leu Asn 
195 200 205 

Lys Gly Ala Gly Gly Ser Ala Gly Ala Thr Thr Ser Lys Ser Ser Ser 
210 215 220 

Leu Gly Pro Ser Ala Leu Lys Leu Leu Gly Ser Ala Ala Ser Gly Lys 
225 230 235 240 

Arg Lys Glu Ser Ser Gin Ser Ser Ala Gin Pro Ala Lys Lys Lys Lys 
245 250 255 

Ser Ala Leu Asp Glu He Met Glu Leu Glu Glu Glu Lys Lys Arg Thr 
260 265 270 

Ala Arg Thr Asp Ala Trp Leu Gin Pro Gly He Val Val Lys He He 
275 280 285 

Thr Lys Lys Leu Gly Glu Lys Tyr His Lys Lys Lys Gly Val Val Lys 
290 295 300 



50 



55 



60 
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Glu Val lie Asp Arg Tyr Thr Ala Val Val Lys Met Thr Asp Ser Gly 
305 310 315 320 

Asp Arg Leu Lys Leu Asp Gin Thr His Leu Glu Thr Val lie Pro Ala 
325 330 335 

Pro Gly Lys Arg Val Leu Val Leu Asn Gly Gly Tyr Arg Gly Asn Glu 
340 345 350 

Gly Thr Leu Glu Ser lie Asn Glu Lys Ala Phe Ser Ala Thr lie Val 
355 360 365 

lie Glu Thr Gly Pro Leu Lys Gly Arg Arg Val Glu Gly lie Gin Tyr 
370 375 380 

Glu Asp lie Ser Lys Leu Ala 
385 390 



<210> 26 
<211> 393 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 26 

Met Gly Lys Ser Asp Phe Leu Thr Pro Lys Ala lie Ala Asn Arg lie 
15 10 15 

Lys Ser Lys Gly Leu Gin Lys Leu Arg Trp Tyr Cys Gin Met Cys Gin 
20 25 30 

Lys Gin Cys Arg Asp Glu Asn Gly Phe Lys Cys His Cys Met Ser Glu 
35 40 45 

Ser His Gin Arg Gin Leu Leu Leu Ala Ser Glu Asn Pro Gin Gin Phe 
50 55 60 

Met Asp Tyr Phe Ser Glu Glu Phe Arg Asn Asp Phe Leu Glu Leu Leu 
65 70 75 80 

Arg Arg Arg Phe Gly Thr Lys Arg Val His Asn Asn lie Val Tyr Asn 
85 90 95 

Glu Tyr lie Ser His Arg Glu His lie His Met Asn Ala Thr Gin Trp 
100 105 110 

Glu Thr Leu Thr Asp Phe Thr Lys Trp Leu Gly Arg Glu Gly Leu Cys 
115 120 125 

Lys Val Asp Glu Thr Pro Lys Gly Trp Tyr lie Gin Tyr He Asp Arg 
130 135 140 



Asp Pro Glu Thr He Arg Arg Gin Leu Glu Leu Glu Lys Lys Lys Lys 
145 150 155 160 
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Gin Asp Leu Asp Asp Glu Glu Lys Thr Ala Lys Phe lie Glu Glu Gin 
165 170 175 

Val Arg Arg Gly Leu Glu Gly Lys Glu Gin Glu Val Pro Thr Phe Thr 
180 185 190 

Glu Leu Ser Arg Glu Asn Asp Glu Glu Lys Val Thr Phe Asn Leu Ser 
195 200 205 

Lys Gly Ala Cys Ser Ser Ser Gly Ala Thr Ser Ser Lys Ser Ser Thr 
210 215 220 

Leu Gly Pro Ser Ala Leu Lys Thr lie Gly Ser S er Ala Ser Val Lys 
225 230 235 240 

Arg Lys Glu Ser Ser Gin Ser Ser Thr Gin Ser Lys Glu Lys Lys Lys 
245 250 255 

Lys Lys Ser Ala Leu Asp Glu He Met Glu He Glu Glu Glu Lys Lys 
260 265 270 

Arg Thr Ala Arg Thr Asp Tyr Trp Leu Gin Pro Glu He lie Val Lys 
275 280 285 

He He Thr Lys Lys Leu Gly Glu Lys Tyr His Lys Lys Lys Ala He 
290 295 300 

Val Lys Glu Val He Asp Lys Tyr Thr Ala Val Val Lys Met He Asp 
305 310 315 320 

Ser Gly Asp Lys Leu Lys Leu Asp Gin Thr His Leu Glu Thr Val He 
325 330 335 

Pro Ala Pro Gly Lys Arg He Leu Val Leu Asn Gly Gly Tyr Arg Gly 
340 345 350 

Asn Glu Gly Thr Leu Glu Ser He Asn Glu Lys Thr Phe Ser Ala Thr 
355 360 365 

He Val lie Glu Thr Gly Pro Leu Lys Gly Arg Arg Val Glu Gly He 
370 375 380 

Gin Tyr Glu Asp He Ser Lys Leu Ala 
385 390 



<210> 27 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Mus sp. 



<400> 27 

tcaaagacaa ctgttgctgg c 



21 
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<210> 28 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Mus sp. 

<400> 28 

ataccttcaa ctctgcgtcc tt 22 

<210> 29 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Mus sp. 



<210> 30 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Mus sp. 

<400> 30 

ggtaccttta cacaagccct ctcgcc 26 

<210> 31 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Mus sp. 



<210> 32 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Mus sp. 

<400> 32 

atttacccaa ctattcacta 20 

<210> 33 

<211> 333 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



cctgaaatta ttgtgaaaat tataaccaag aaactgggag agaaatatca taagaaaaag 60 
gctattgtta aggaagtaat tgacaaatat acagctgttg tgaagatgat tgattctgga 120 
gacaagctga aacttgacca gactcattta gagacagtaa ttccagcacc aggaaaaaga 18 0 
attctagttt taaatggagg ctacagagga aatgaaggta ccctagaatc catcaatgag 24 0 
aagacttttt cagctactat cgtcattgaa ' actggccctt taaaaggacg cagagttgaa 3 00 
ggaattcaat atgaagacat ttctaaactt gcc 33 3 



<400> 29 

aagctgctgc agcagcttat cggg 



24 



<400> 31 

ggtaccagtg cactgaagct gctgggg 



27 



<400> 33 
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<210> 34 
<211> 333 
<212> ADN 
<213> Mus sp. 

<400> 34 

ccggggatcg ttgtgaaaat tataacgaag aagcttgggg agaaatatca caagaagaaa 60 
ggggtcgtta aggaagtgat tgacaggtac acagctgtgg taaagatgac tgactctgga 12 0 
gacaggctga aactggacca gactcattta gagacagtca ttccggcccc ggggaaaagg 18 0 
gttctagttt taaatggagg ctacagagga aatgaaggca ctctcgaatc catcaatgag 240 
aaggcttttt cagccacgat agtcattgaa actggacctt tgaaaggacg cagagttgaa 3 00 
ggtattcaat atgaagacat atctaaactt get 3 33 

<210> 35 
<211> 310 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 35 

Pro Arg Gly Leu lie Leu Glu lie Leu Glu Val Ala Leu Leu Tyr Ser 
1 5 10 15 

lie Leu Glu lie Leu Glu Thr His Arg Leu Tyr Ser Leu Tyr Ser Leu 
20 25 30 

Glu Gly Leu Tyr Gly Leu Leu Tyr Ser Thr Tyr Arg His lie Ser Leu 
35 40 45 

Tyr Ser Leu Tyr Ser Leu Tyr Ser Ala Leu Ala lie Leu Glu Val Ala 
50 55 60 

Leu Leu Tyr Ser Gly Leu Val Ala Leu lie Leu Glu Ala Ser Pro Leu 
65 70 75 80 

Tyr Ser Thr Tyr Arg Thr His Arg Ala Leu Ala Val Ala Leu Val Ala 
85 90 95 

Leu Leu Tyr Ser Met Glu Thr lie Leu Glu Ala Ser Pro Ser Glu Arg 
100 105 110 

Gly Leu Tyr Ala Ser Pro Leu Tyr Ser Leu Glu Leu Tyr Ser Leu Glu 
115 120 125 

Ala Ser Pro Gly Leu Asn Thr His Arg His He Ser Leu Glu Gly Leu 
130 135 140 

Thr His Arg Val Ala Leu He Leu Glu Pro Arg Ala Leu Ala Pro Arg 
145 150 155 160 

Gly Leu Tyr Leu Tyr Ser Ala Arg Gly lie Leu Glu Leu Glu Val Ala 
165 170 175 



Leu Leu Glu Ala Ser Asn Gly Leu Tyr Gly Leu Tyr Thr Tyr Arg Ala 
180 185 190 
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Arg Gly Gly Leu 
195 

Leu Glu Gly Leu 
210 

Tyr Ser Thr His 
225 

Arg lie Leu Glu 



Leu Tyr Pro Arg 
260 

Arg Gly Val Ala 
275 

Thr Tyr Arg Gly 
290 

Ser Leu Glu Ala 
305 



Tyr Ala Ser Asn 
200 

Ser Glu Arg lie 
215 

Arg Pro His Glu 
230 

Val Ala Leu lie 
245 

Leu Glu Leu Tyr 



Leu Gly Leu Gly 
280 

Leu Ala Ser Pro 
295 

Leu Ala 
310 



14 

Gly Leu Gly Leu 



Leu Glu Ala Ser 
220 

Ser Glu Arg Ala 
235 

Leu Glu Gly Leu 
250 

Ser Gly Leu Tyr 
265 

Leu Tyr lie Leu 



lie Leu Glu Ser 
300 



Tyr Thr His Arg 
205 

Asn Gly Leu Leu 



Leu Ala Thr His 
240 

Thr His Arg Gly 
255 

Ala Arg Gly Ala 
270 

Glu Gly Leu Asn 
285 

Glu Arg Leu Tyr 



<210> 36 
<211> 311 
<212> PRT 
<213> Mus sp. 

<400> 36 
Pro Arg Gly Leu 
1 

Ser lie Leu Glu 
20 

Leu Glu Gly Leu 
35 

Leu Tyr Ser Leu 
■50 

Ala Leu Leu Tyr 
65 

Ala Arg Gly Thr 



Ala Leu Leu Tyr 
100 

Arg Gly Leu Tyr 
115 



Tyr lie Leu Glu 
5 

lie Leu Glu Thr 



Tyr Gly Leu Leu 
40 

Tyr Ser Leu Tyr 
55 

Ser Gly Leu Val 
70 

Tyr Arg Thr His 
85 

Ser Met Glu Thr 



Ala Ser Pro Ala 
120 



Val Ala Leu Val 
10 

His Arg Leu Tyr 
25 

Tyr Ser Thr Tyr 



Ser Gly Leu Tyr 
60 

Ala Leu lie Leu 
75 

Arg Ala Leu Ala 
90 

Thr His Arg Ala 
105 

Arg Gly Leu Glu 



Ala Leu Leu Tyr 
15 

Ser Leu Tyr Ser 
30 

Arg His lie Ser 
45 

Val Ala Leu Val 



Glu Ala Ser Pro 
80 

Val Ala Leu Val 
95 

Ser Pro Ser Glu 
110 

Leu Tyr Ser Leu 
125 
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Glu Ala Ser Pro Gly Leu Asn Thr His Arg His lie Ser Leu Glu Gly 
130 135 140 

Leu Thr His Arg Val Ala Leu lie Leu Glu Pro Arg Ala Leu Ala Pro 
145 150 155 160 

Arg Gly Leu Tyr Leu Tyr Ser Ala Arg Gly Val Ala Leu Leu Glu Val 
165 170 175 

Ala Leu Leu Glu Ala Ser Asn Gly Leu Tyr Gly Leu Tyr Thr Tyr Arg 
180 185 190 

Ala Arg. Gly Gly Leu Tyr Ala Ser Asn Gly Leu Gly Leu Tyr Thr His 
195 200 205 

Arg Leu Glu Gly Leu Ser Glu Arg He Leu Glu Ala Ser Asn Gly Leu 
210 215 220 

Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Pro His Glu Ser Glu Arg Ala Leu Ala Thr 
225 230 235 240 

His Arg He Leu Glu Val Ala Leu He Leu Glu Gly Leu Thr His Arg 
245 250 255 

Gly Leu Tyr Pro Arg Leu Glu Leu Tyr Ser Gly Leu Tyr Ala Arg Gly 
260 265 270 

Ala Arg Gly Val Ala Leu Gly Leu Gly Leu Tyr He Leu Glu Gly Leu 
275 280 285 

Asn Thr Tyr Arg Gly Leu Ala Ser Pro lie Leu Glu Ser Glu Arg Leu 
290 295 300 



Tyr Ser Leu Glu Ala Leu Ala 
305 310 



orga; 
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The invention concerns a DNAc sequence coding for human kin 17 protein, DNAc sequences coding for a truncated kin 1 7 protein, 
and use of said nucleic sequences and said proteins for regulating cell proliferation. The invention also concerns a method for detecting the 
human Kinll gene and the RNAm of the human Kinll gene, by in situ hybridization using oligonucleotides and/or by polymerase chain 
reaction (PCR). The invention further concerns expression vectors or plasmids expressing said proteins. 

(57) Abrege 

Sequence d'ADNc codant pour la proline kinl7 humaine, sequence d'ADNc codant pour une proteme kinl7 tronquee, ainsi 
qu'utilisation desdites sequences nucteiques et desdites prolines dans la regulation de la proliferation cellulaire. Precede* de detection 
du gene Kinll humain et de I'ARNm. du gene KM! humain, par hybridation in situ a Taide d'oligonucl6otides et/ou par amplification en 
chaine par polymerase (PCR). Vecteurs d'expression ou plasmides qui expriment les protdines pr6cit6es. 
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SEQUENCES CODANT POUR UNE PROTEINE kinl7 ET LEURS 
APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a la sequence d' ADNc codant pour 
la proteine kinl7 humaine, aux sequences d'ADNc codant pour une proteine kinl7 
5 tronquee, appelee kinl7ARH ainsi qu'a F utilisation desdites sequences nucleiques et 
desdites proteines dans la regulation de la proliferation cellulaire. 

La presente invention est egalement relative a une procedure de 
detection du gene Kinl 7 humain et de l'ARNm du gene Kinl 7 humain, par hybridation 
in situ a Taide d' oligonucleotides et/ou par amplification en chaine par polymerase 
io (PGR). 

La presente invention est egalement relative a des vecteurs d'expres- 
sion ou plasmides qui expriment les proteines precitees ainsi qu'aux bacteries conte- 
nant lesdits vecteurs ou plasmides. 

La presente invention est egalement relative a l'utilisation desdits 
15 vecteurs pour la production et la purification de la proteine kinl 7 et de ses formes 
tronquees ou modifiees et comme medicament (therapie genique). 

Une proteine, denommee kin 1 7 a ete mise en evidence chez la souris 
par J.F. Angulo et al. (Mutation Res,, 1989, 123-134) et est immunologiquement reliee 
a la proteine recA d'£ coli ; son identification a ete possible a Taile d'anticorps anti- 
20 recA d\£ coli, chez des cellules de rat FR 3T3. La production de cette proteine kinl7 
est induite par les agents genotoxiques, comme le rayonnement ultra-violet. Elle a une 
localisation preferentiellement nucleaire. De plus, elle est minoritaire parmi les 
proteines cellulaires et tres sensible a la proteolyse enzymatique. 

Elle est vraisemblablement impliquee dans le metabolisme de 
25 TADN, dans la mesure ou elle augmente lors de certaines phases cellulaires de la 
synthese de TADN et dans la reparation, dans la mesure ou elle s'accumule dans le 
noyau apres alteration de TADN. 

II a ete montre (D.S.F. Biard et aL, Radiation Research, 1997, 147, 
442-450) que 1' expression de cette proteine kin 17 chez le rat est augmentee en 
30 presence de radiations ionisantes et qu'elle intervient dans la reparation de TADN (A. 
Tissieret al, Genomics, 1996, 38, 238-242). 
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Poursuivant leurs travaux, J.F. Angulo et al. (Biocbimie, 1991, 73, 
251-256) ont caracterise des anticorps anti-recA monospecifiques, aptes a etre utilises 
pour detecter r expression de ladite proteine kin 17 par des veeteurs d'expression. Ces 
Auteurs ont ainsi mis en valeur un fragment d'ADNc, denomme Kinl7 m , derive de 
5 TARN embryonnaire de souris et exprimant un polypeptide (kinl7 200 ) qui presente des 
reactions croisees avec les anticorps anti-recA. 

La comparaison de la sequence du polypeptide (kin 200 ) code par cet 
ADNc avec la sequence de la proteine recA a conduit a la mise en evidence de 
sequences communes correspondant a des sequences situees entre les aminoacides 
10 309-347 de la recA. 

Dans Nucleic Acids Research (1991, 19, 51 17-5123), J.F. Angulo et 
al. ont identifie et exprime I'ADNc de lm/7 (1414 pb) chez la souris en utilisant le 
fragment Kinl7 60] precite, comme sonde. 

L'ADNc Kinll de souris presente un seui cadre de lecture ouvert, 
15 entre les positions 25 et 1198, qui code pour une proteine de 391 aminoacides 
(proteine Mm kinl7), qui presente un domaine de liaison au zinc (motif en « doigt de 
zinc ») entre les residus 28 et 50 et un determinant antigenique du meme type que 

celui de la proteine rec A entre les positions 1 62 et 20 1 . 

I 

Cette proteine presente un signal de localisation nucleaire, situe 
20 entre les positions 240 et 256, qui semble similaire a ceux identifies dans certaines 
proteines nucleaires et qui est fonctionnel. 

La localisation chromosomique du gene codant pour la proteine 
kin 17 murine a ete effectuee par hybridation in situ, sur le chromosome 2, chez la 
souris. Le gene Kinll humain est localise sur le chromosome 10pl5-pl4. 
25 Le motif en « doigt de zinc » est implique dans la liaison de la 

proteine kin 17 a PADN double-brin. 

La proteine kin 17 se lie preferentiellement a TADN courbe ; son 
efficacite de liaison est correlee a l'importance de la courbure de V ADN. 

Deux proteines presentant differentes modifications (deletions), soit 
30 au niveau du motif en « doigt de zinc » (kin 17 Al), soit au niveau de 1'extremite C- 
terminale de la proteine (kin 17 A2), conservent la propriete de se lier preferentielle- 
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merit a 1'ADN courbe ; ces proprietes montrent que le motif en « doigt de zinc » n'est 
pas essentiel pour une liaison preferentielle a cet ADN courbe et qu'un autre domaine 
reconnaissant I'ADN courbe est implique (Mazin et al., N.A.R., 1994, 22, 20, 4335- 
4341) et est situe entre les aminoacides 71 et 28 1 . 
5 Poursuivant leurs travaux, J.F. ANGULO et al. ont egalement 

montre la presence de proteine kinl7 chez d'autres mammiferes que la souris et 
notamment chez rhomme. Par exemple, D.S.F. Biard et al. (Arch. Dermatol. Res., 
1997, 289, 448-456) ont detecte, a l'aide d'anticorps anti-kinl7 de souris la proteine 
kinl 7 humaine ( HS kinl7) dans les cellules de la peau et ont montre que les taux de 
10 proteine HS kin 1 7 augmentent dans les keratinocytes epitheliaux en phase de prolifera- 
tion (apres 7 jours de culture) alors que ces taux chutent en phase de differenciation. 

Cependant, malgre la detection de la proline Hs kin17 ' ll n ' a P as et6 
possible jusqu'a present d'isoler effectivement la sequence codante de cette proteine 
humaine et ce merae en utilisant des sondes d'origine murine. 
15 Par exemple, le fragment d'acide nucleique, d'origine humaine, 

decrit dans le Brevet fran9ais n° 2 706 487 ne permet pas d'exprimer la proteine kinl7 
humaine, ni d'isoler la sequence nucleique complete apte a une expression effective de 
cette proteine HS kinl 7. 

Les Inventeurs ont maintenant trouve que, de maniere surprenante, 
20 1' expression de la proteine kin 17 de mammifere (notamment souris et homme) est 
correlee, de maniere generale, avec la proliferation cellulaire ; ils ont en particulier 
trouve que la proteine kin 1 7 inhibe la proliferation cellulaire ; en outre, une suppres- 
sion de proteine kinl 7 ou d'un fragment C-terminal de ladite proteine kinl7 inhibent 
drastiquement la proliferation cellulaire. 
25 lis ont, en outre trouve, qu'une proteine tronquee (deletion d'un 

fragment comprenant la region homologue (RH) entre la proteine kinl 7 et la proteine 
RecA etait encore plus active dans l'inhibition de la proliferation cellulaire. 

En consequence, les Inventeurs se sont donne pour but de pourvoir a 
des medicaments aptes a reguler la proliferation cellulaire, a base de ces sequences. 
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La presente invention a pour objet une sequence d'acide nucleique, 
caracterisee en ce qu'elle presente la sequence SEQ ID NO; 1 et en ce qu'elle est apte a 
exprimer une proteine kinl 7 humaine fonctionnelle. 

La presente invention a egalement pour objet une sequence cTacide 
5 nucleique, caracterisee en ce qu'elle code pour une proteine kin 17 tronquee au niveau 
de la region homologue a la proteine recA, 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite sequence d'acide 
nucleique, elle code pour une proteine kin 17 tronquee qui correspond a une proteine 
kinl7 dans laquelle au moins le fragment compris entre les aminoacides 162 et 201 et 
10 au plus le fragment compris entre les aminoacides 55-235 est delete. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ladite 
sequence d'acide nucleique code pour une proteine kin 17 tronquee qui correspond a la 
proteine kin 17 de souris dans laquelle le fragment compris entre les aminoacides 129- 
228 est delete et presente la sequence SEQ ID NO:2. 
15 Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de realisation, 

ladite sequence d'acide nucleique code pour une proteine kinl 7 tronquee qui corres- 
pond a la proteine kinl7 humaine dans laquelle le fragment 129-228 est delete et 
presente la sequence SEQ ID NO:3. 

La presente invention a egalement pour objet des fragments, de 20 a 
20 40 nucleotides de la sequence SEQ ID NO:l, pour la detection du gene codant pour la 
proteine kin 1-7 humaine et/ou de TARN du gene Kinl 7 dans un echantillon biolo- 
gique. 

De tels fragments servent notamment d' amorces pour la PCR, la RT- 
PCR ou l'hybridation in situ. Selon les cas, ils peuvent avantageusement etre marques 
25 a Taide d'un marqueur non-radioactif convenable (substances fluorescentes, ligands 
tels que la biotine ou un haptene). 

Parmi lesdits fragments, on peut citer en particulier les sequences 
SEQ ID NO:5-21, repertoriees dans le Tableau ci-apres, ainsi que les sequences SEQ 
IDNO:33et34. 



30 



WO 99/29845 



5 



PCT/FR98/02667 



Hu89D (SEO ID NO:5) 


CTCAGGAGACGCTTTGGCACTA 


Hu857R (SEO ID NO:6) 


CCTGGTGCTGGAATTACTGTCT. 


HuV fSEO ID NO*7V 


TCTTTTCGTTTCACTGATGCT 


Hn4d fSEO ID NO*8^ 


GGGAG AGAAATATCATAAGAAAAA 


Hu5d fSEO ID NO:9^ 


TCGCTCTGTAGGGCTCCCATTT 




TTTTCAGCTACTATCGTTCATT 


HuSd fSEO ID NO'll* 


CGAGTGCACTGAAGACCSATAGG 




ATTCTTTTCGTTTCAGTGAT 


M.-lllr rSFH in NO* t X\ 
till 1 ur yoUfV^ lu iiv.uj 


GGCAATACCAGCGTAGCTTCTGCAGC 


rlU 1 1 1 ^OUfVcf I-L/ nu. It; 


CTCTGATGAGATTCGGACATACAAT 


Hui2r(SEQIDNO:15) 


TCTCCTGAGAAGTTCTAGAAA 


Hu-KPNd(SEQ ID NO: 16) 


ACTGCCAAATTTATTGAAGAGCAAGTGAGAAGAGGCCTGG 


Hu-KPNr (SEQ ID NO:17) 


CCAGGCCTCTTCTCACTTGCTCTTCAATAAATTTGGCAGT 


HsKinlOd (SEQ ID NO: 18) 


AGAAAGTGATCGCTGCCGTGGT 


HsKinl25lr (SEQ ID NO:19) 


GCGAACACCAATTTGATGCTTTAAGA 


Hul74D(SEQ ID NO:20) 


TCAGAGACAACTATTGCTGGC 


HuI170R(SEQ ID NO:21) 


ATTCCfTCAACTCTGCGTCCTT 



La presente invention a egalement pour objet des fragments de la 
sequence SEQ ID N0:1, aptes a servir de sonde pour l'hybridation ADN-ADN ou 
ADN-ARN ; parmi de tels fragments, on peut citer la sequence SEQ ID NO:4, corres- 
pondant aux positions 207-1208 de la sequence SEQ ID NO:l (sonde 1000) et les 
sequences SEQ ID NO: 1 et 5 a 2 1 . 

La presente invention a egalement pour objet des fragments d'une 
sequence d'acide nucleique codant pour un segment d'une proteine kin 17 de mamrm- 
fere (sequences SEQ ID NO:l et SEQ ID NO:24), lesquels fragments comprennent 
entre 300 et 360 nucleotides codant pour la partie C-terminale de ladite proteine kinl7 
et sont aptes a controler la proliferation cellulaire. 

Selon un mode de realisation avantageux desdits fragments, il sont 
selectionnes dans le groupe constitue par la SEQ ID NO:33 et la SEQ ID NO:34. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de detec- 
tion de l'ADN genomique ou d'un produit de transcription du gene humain Kinl7, par 
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hybridation et/ou amplification genique, realise a partir d'un echantillon biologique, 
lequel precede est caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) une etape au cours de laquelle Ton met en contact un echantillon 
biologique a analyser avec au moins une sonde selectionnee dans le groupe constitue 

5 par les sequences SEQ ID NO: 1-21 et 

(2) une etape au cours de laquelle on detecte par tout moyen appro- 
prie le ou les produits resultant de rinteractiori sequence nucleotidique-sonde. 

Conformement audit procede, il peut comprendre, prealabtement a 

r etape (1) : 

10 . une etape detraction de Facide nucleique a detecter, et 

. au moins un cycle d'amplification genique realise a Faide d'une 
paire d'amorces selectionnee parmi les sequences SEQ ID NO:5-2L 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, la 
sonde de 1' etape (1) est eventuellement marquee a Paide d'un marqueur tel qu'un iso- 
1 5 tope radioactif, une enzyme appropriee ou un fluorochrome. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, 
ladite sonde est constitute par la sequence SEQ ID NO:4, 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, 
ladite paire d' amorces est constitute par une sequence SEQ ID NO:f6 appariee avec 
20 une sequence SEQ ID NO: 17. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de detec- 
tion d'un produit de transcription du gene humain Kin\l 9 caracterise en ce qu'il. 
comprend : 

- une etape d'extraction de TARN a detecter, 

25 - une etape de synthese de l'ADNc correspondant audit ARN par 

transcription inverse en presence d' amorces aleatoires, 

- au moins un cycle d'amplification genique realise a l'aide d'une 
paire d'amorces selectionnee parmi les sequences SEQ ID NO:5-2 1 , et 

- la detection du produit amplifie. 

30 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, ladite 

paire d'amorces est selectionnee dans le groupe constitue par les paires suivantes : 
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sequences SEQ ID NO:5 et SEQ ID NO :12, qui permettent d'amplifier un fragment 
de 453 pb (fragment A) ; sequences SEQ ID NO: 1 8 et SEQ ID NO: 1 9, qui permettent 
d'amplifier un fragment de 1265 pb (fragment B) et sequences SEQ ID NO: 16 et SEQ 
ID NO:7, qui permettent d'amplifier un fragment de 224 pb (fragment C). 
5 De maniere avantageuse, les fragments d 1 ADNc amplifies sont sepa- 

res par electrophorese, de preference sur gel d ? agarose, visualises en presence de 
bromure d'ethidium et quantifies a V aide du logiciel NIH image (National Institute of 
Health, USA). 

Conformement a ^invention, elle englobe egalement les reactifs de 
10 detection d'une sequence nucleique codant pour une proteine kin 17 de mammifere ou 
un fragment modifie de ces sequences, caracterises en ce qu'ils incluent les sequences 
SEQ ID NO:4-21, 33 et 34 ainsi que les fragments A de 453 pb, B de 1265 pb et C de 
224 pb, eventuellement marques. 

La presente invention en outre pour objet une proteine kinl7ARH, 
15 caracterisee en ce qu'elle correspond a une proteine kin 17 tronquee au niveau d'une 
region homologue de la proteine recA. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite proteine 
kinl7ARH tronquee, elle correspond a une proteine kinl7 dans laquelle au moins le 
fragment compril entre les aminoacides 162 et 201 et au plus le fragment compris 
20 entre les aminoacides 55-235 est delete. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ladite 
proteine kinl7ARH tronquee correspond a la proteine kin 17 de souris dans laquelle le 
fragment compris entre les aminoacides 129-228 est delete et presente la sequence 
SEQ ID NO:22 (sequence denommee Mm kinl7ARH). 
25 Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de realisation, 

ladite proteine kinl7ARH tronquee correspond a une proteine kin 17 humaine dans 
laquelle le fragment 129-228 est delete et presente la sequence SEQ ID NO:23 
(sequence denommee HS kin 17 ARH). 

La presente invention a egalement pour objet des fragments de 
30 proteine kin!7, caracterises en ce qu'ils comprennent entre 100 et 120 acides amines 
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et sont situes en position C-terminale ; ils sont de preference selectionnes dans le 
groupe constitue par la SEQ ID NO:35 et la SEQ ID NO:36. 

De tels fragments inhibent, de maniere inattendue, la proliferation 
cellulaire ; la sequence SEQ ID NO:35 correspond aux residus 283-393 de la sequence 
5 humaine de kinl7 (SEQ ID NO:26) ; la sequence SEQ ID NO:36 correspond aux resi- 
dus 281-391 de la sequence de souris de kin!7 (SEQ ID NO:25). 

La presente invention a egalement pour objet F utilisation du 
fragment compris entre les aminoacides 55-235, eventuellement mute, de preference le 
fragment compris entre les aminoacides 129 et 228 d'une proteine kinl7 de mammi- 
10 fere, pour la regulation de 1' interaction proteine-ADN courbe. 

En effet, Fobtention de mutants dans ce domaine d'interaction 
proteine-ADN courbe constitue un outil de choix pour bloquer certains processus 
biologiques comme la proliferation, la traduction ou Tintegration du virus du SID A 
dans le genome humain ou pour transporter des proteines effectrices par la construc- 
15 tion de fusions proteiques domaine de fixation a FADN courbe-enzy me de reparation, 
a des endroits ou TADN est courbe ou courbe. 

La presente invention a egalement pour objet rutilisation d'une 
proteine kinl7 de mammifere ou d'un fragment C-terminal de 100 a 120 acides 
amines de ladite proteine kinl7, pour la preparation d 7 un medicament regulant la 
20 proliferation cellulaire ou la fertilite. 

Conformement a Tinvention, on utilise ladite proteine kinl7 de 
mammifere ou ledit fragment C-terminal de 100 a 120 acides amines, pour la prepara- 
tion d'un medicament inhibant la proliferation cellulaire, notamment destine au 
traitement des maladies dans lesquelles on observe une hyperproliferation cellulaire. 
25 Seion un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, ladite 

sequence est selectionnee dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:22, 
23, 25,26,35 et36 t 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur 
d'expression, caracterise en ce qu'il inclut une sequence codant pour une proteine 
30 kin 17 de mammifere ou pour un fragment de celle-ci selectionnee dans le groupe 
constitue par les sequences SEQ ID NO: 1 , 2, 3, 33, 34. 
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Selon un mode de realisation avantageux dudit vecteur, ladite 
sequence codant pour ladite proteine kin 17 ou ledit fragment de celle-ci est fusionnee 
avec un gene qui code pour une proteine fluorescente. 

De tels vecteurs sont notamment utiles : 
5 - pour la preparation d'un medicament controlant la proliferation 

cellulaire, 

- comme outil de detection, notamment pour visualiser les sites et la 
progression de la reparation de FADN et les centres de biosynthese intranucleaire. 

De maniere avantageuse, ledit vecteur est associe a des sequences 
10 appropriees de regulation. 

La presente invention a egalement pour objet F utilisation d'un 
vecteur d'expression incluant une sequence selectionnee dans le groupe constitue par 
les sequences SEQ ID NO: 1, 2, 3, 24, 33 et 34 pour la preparation d'un medicament 
controlant la proliferation cellulaire, 
15 De maniere preferee, ledit vecteur est un plasmide, il peut etre garde 

dans des bacteries telles que E. coll ; on peut citer, a titre d'exemple, la bacterie 
MOSBlue (Amersham, France), qui possede le genotype suivant : 

end AI hsdR17 ( r kir m kl2 +)sup E44 thi-1 rec AI gyr A96 rel AI lac 

I 

[F V pro A + B + lac q I q 2AM15::TnlO(Tc R )]. 
20 On obtient ainsi des bacteries cMOS transformees : 

- bacterie PK1 ; bacterie cMOS transformee avec le plasmide 
pMOSBlue (Amersham, France) dans lequel 1'ADNc HS Kinl 7 (defini par la SEQ ID 
NO:l) aete introduit ; 

- bacterie PK2 : bacterie cMOS transformee avec le plasmide 
25 pCMVDT21 (Bourdon et al., 1997, Oncogene) dans lequel FADNc HS KinI7 (defmi 

par la SEQ ID NO:l) a ete introduit. 

Outre les dispositions qui precedent, V invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
30 dessins annexes, dans lesquels : 
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- la figure 1 illustre la detection des produits PCR par electrophorese 
sur gel. L'ADN est revele par coloration au bromure d'ethidium. Comme marqueurs 
de poids moleculaire, des fragments d'ADN de taille connue sont presents dans la 
colonne A. 

5 - les figures 2 A et 2B illustrent la comparaison des sequences 

nucleiques (figure 2A) et proteiques (figure 2B) jfsKinl7 et MmKinl7. Nucleotides = 
86 % d'identite, acides amines = 92,4 % d'identite. 

- la figure 3 represente une autoradiographic de 1'analyse par hybri- 
dation des ARN totaux extraits de differents tissus humains (panneau A) ou de diffe- 

10 rentes cellules tumorales humaines (panneau B ), avec la Sonde- 1000 (SEQ ID NO:4). 

- la figure 4 illustre la detection de l'ARN messager du gene Kinl 7 
dans le testicule de souris par hybridation in situ. 

- la figure 5 est une representation schematique des proteines 
produites par transfection transitoire. La sequence des acides amines est representee de 

15 faeo'n lineaire. Le nom des proteines est indique a gauche de chaque proteine et la 
taille est mentionnee a droite. 

- la figure 6 illustre la detection des cellules HeLa transfectees avec 
le vecteur pCMV^Kinn. Les noyaux sont colores en bleu grace au DAPI. La colo- 
ration intranucleaire verte correspond a la localisation de la proteine Mm kinl7 ; la 

20 figure 6A illustre la detection de Mm kinl7 dans des cellules qui expriment un taux 
faible de proteine Mm kinl7 et la figure 6B illustre la detection de Mm kinl7 dans des 
cellules qui expriment un taux fort de proteine kin 17 ; agrandissement : x 1000. 

- la figure 7 represente des cellules HeLa qui expriment un taux 
faible de proteine ^kinH (avec des foyers intranucleaires presentant un diametre 

25 d'environ 0,5 \xm ; panneau A) ou des cellules qui expriment un taux fort de proteine 
kinl 7 (detection des deformations de la morphoiogie nucleaire DMN ; panneau B). 

- la figure 8 represente 1' immunodetection de la proteine 
Mm kinl7ARH dans les cellules HeLa transfectees par le plasmide pCMVKinl7ARH. 
Utilisation de pAbanti-RecA comme premier anticorps (panneau A). Detection avec 

30 T anticorps pAb2064 (panneau B). 
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- la figure 9 correspond a F analyse par immunocytochimie et par 
microscopie en contraste de phase des cellules HeLa qui surproduisent la proteine 
Mm kinl7ACT. 

- la figure 10 montre que la deformation de la morphologie nucleaire 
5 est correlee a une inhibition de la replication de I'ADN. La figure 10A represente 

F immunodetection de la proteine Mm kinl7ARH (en rouge) et F incorporation de BrdU 
(en vert) dans les cellules HeLa exprimant la proteine Mm kinl7ARH. Le BrdU 
(Bromodesoxyuridine) est un analogue de nucleotide (thymidine) qui s'incorpore dans 
l'ADN au cours de la replication. La figure 10B est un tableau recapitulatif qui montre 
10 Ftnhibition de la replication de FADN apres formation des deformations de la 
morphologie nucleaire (DMN), due a Fexpression des proteines Mm kinl7ARH ou 
Mm kinl7. 

- la figure 1 1 il lustre la carte genetique des plasmides pEBVMTA 
(pB220)etpEBVMT Mm kinl7(pB223). 

, 5 - la figure 12 illustre Fanalyse en cytometric a balayage laser de la 

proteine Mm kinl7 dans les cellules du clone B223.1 : 9 mois apres la transfection, a la 
fois les cellules B223.1 et les cellules B220 sont ensemencees a raison de 3.10J 
cellules/cm 2 , trois jours avant de commencer le traitement aux metaux lourds (ZnCL 
100 fiM et CdS0 4 1 uM). 24 heures apres, les cellules sont fixees et colorees avec un 

20 anticorps anti-RecA specifique de la proteine Mm kinl7. La detection immunocyto- 
chimique est realisee a Faide du cytometre ACAS 570 (Meridian Inc.). Les panneaux 
A et B correspondent aux cellules B223.1, avec ou sans metaux lourds ; les panneaux 
C et D correspondent aux cellules B220 avec ou sans metaux lourds. Chaque section 
est analysee en meme temps pour la proteine Mm kinl7 (panneau gauche) et Fiodiure 

25 de propidium (PI) (panneau droit). Les intensites de fluorescence specifiques a la 
proteine ^kinH et au PI sont representees avec des echelles de fluorescence arbi- 
trages. 

- la figure 13 illustre la detection irrununocytochimique de la 
proteine Mm kinl7 dans les cellules du clone B223.1 : 6 mois apres la transfection, les 
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cellules B223.1 et B220 sont ensemencees a raison de 6.10'* cellules ou 10 4 
cellules/cm 2 , respectivement et traitees, dans les memes conditions que celles exposees 
pour la figure 12. La coloration est realisee avec Lanticorps anti-RecA. Les panneaux 
A et B correspondent aux cellules B223.1 avec ou sans metaux lourds ; les panneaux 
5 C et D correspondent aux cellules B220 avec ou sans metaux lourds. On utilise un 
anticorps anti-RecA et un anticorps secondaire conjugue au fluorochrome Cy2™ pour 
detecter la proteine Mm kinl7. La fluorescence est analysee avec un programme 
Visiolab 1000 (Biocom) couple a un microscope Axiophot 2 (Zeiss) et une camera 
refroidie, comme precise ci-dessus (agrandissement de chaque panneau : x 100). 

10 - la figure 14 montre des cellules polynucleees B223.1 surexprimant 

la proteine Mm kinl7 : 8 mois apres la transfection, des cellules B223.1 sont ensemen- 
cees comme precise ci-dessus (voir figure 12). 24 heures apres le traitement aux 
metaux lourds (100 ]iM ZnCU et 1 \xM de CdS0 4 ), les cellules sont fixees et colorees 
avec un anticorps anti-RecA. Agrandissement : (A) x 504 ; (B et C) x 1000 ; (D et 

15 F)x 1260 ; (E) x 2000. La fluorescence est analysee avec un programme Visiolab 
1000. 

- la figure 15 illustre P analyse du cycle cellulaire dans des cellules 
HEK293 surexppmant la proteine Mm kin 17 : 6 mois apres la transfection, les cellules 
sont ensemencees aux memes dilutions et trois jours apres un traitement aux metaux 

20 lourds pendant 24 heures. Les cellules sont recuperees et analysees. Les fleches 
indiquent les cellules polynucleees. 

- la figure 16 illustre finfluence de la surproduction de la proteine 
^kinH sur Tefficacite des cellules B223.1 a former des clones : 8 mois apres la 
transfection, les cellules B220 V B223.1 et B223.2 sont ensemencees a 10 3 , 10 2 et 10 1 

25 cellules/cm 2 , en presence d'hygromycine B (125 jj-g/ml). Apres 10, 12 et 18 jours en 
culture, respectivement, les cellules sont fixees et colorees. 

- la figure 17 illustre le taux de proliferation des cellules B223.1 : a 
differents moments apres la transfection, la croissance cellulaire est evaluee. (A) : des 
cellules sont ensemencees a la meme dilution (10 3 cellules/cm 2 ) en presence 

30 d'hygromycine B (125 M-g/ml). A differents moments apres i'ensemencement, les 
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cellules sont trypsinisees et comptees. (B) : pour evaluer Fefficacite a former des 
clones, les trois lignees cellulaires sont evaluees a differentes densites : 10 3 /cm~ pour 
les cellules B220, 2.10 3 /cm 2 pour les cellules B223.2 et 10'Vcnr pour les cellules 
B223.1. Les experiences sont realisees en presence ou en Fabsence d'hygromycine B 

5 (125 (ig/ml). Pour chaque courbe, la moyenne de trois boites de culture est calculee : 
-O- : cellules B220 sans hygromycine ; -•- : cellules B220 avec hygromycine ; -□- : 
cellules B223.1 sans hygromycine ; : cellules B223.1 avec hygromycine : -A- : 
cellules B223.2 sans hygromycine ; -<- : cellules B223.2 avec hygromycine. 

- la figure 18 illustre la detection, in vivo par fluorescence, des 

0 proteines.de fusion' GFP-kinl7ACT (a gauche) et GFP-kinl7SLN-CT (a droite) apres 
transfection des cellules HeLa avec les plasmides pEGFP-Kinl7ACT et pEGFP- 
Kinl7SLN-CT respectivement. 

Dans ces figures , les diffirentes colorations apiparaissent sous forme 

grisee. 

15 II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 

uniquement a titre d' illustration de Tobjet de F invention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Procede de clonage de l' ADNc du gene Kinl 7 humain (HS Kin J7 )- 

Pour isoler l'ADNc du gene tfs KinI7 > des cellules lymphoblastoides 

20 humaines, appelees cellules Boleth, qui possedent un caryotype normal, ont ete utili- 
sees. 10 7 cellules ont ete traitees avec une solution denaturante ; les proteines ont ete 
eliminees apres centrifugation a 12000 rpm pendant 20 min. a 4°C (RNA-B, Bioprobe, 
France). Les ARNs totaux sont recuperes dans la phase aqueuse et precipites par addi- 
tion d T un volxame d'alcool isopropylique a -20°C et centrifuges. Apres resuspension 

25 dans 1 ml d'H 2 0 distillee, les ARNs sont de nouveau precipites a -20°C dans un 
volume d'alcool isopropylique et 0 7 2 M de NaCL Apres recuperation par centrifuga- 
tion et rin?age avec de Tethanol a 70 %, les ARNs sont remis en suspension dans de 
Feau et conserves a -80°C. Les ARNs ainsi obtenus ont ete utilises par la suite dans la 
reaction de transcription inverse (RT) des ARNs, pour la synthese des ADNs 

30 complementaires correspondants. Les ADNc obtenus sont traites par une reaction de 
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polymerisation en chaine (PCR), en presence d'une polymerase thermostable, pour 
obtenir un fragment de l'ADNc HS^ n ^ 7. 

Ohtention (Vun fragment de 1000 nucleotides de l'ADNc humain 

parRT-PCR. 

5 Des oligonucleotides, derives de la sequence nucleotidique de 

l'ADNc Kinl7 de souris (couple ^'oligonucleotides SEQ ID NO:27 = 
TCAAAGACAACTGTTGGTGGC et SEQ ID NO:28 
ATACCTTCAACTCTGCGTCCTT) ont ete utilises de la'fa?on suivante: I fig d'ARN 
totaux ont ete melange a 5 mM de MgCL, IX tampon de PCR, 1 mM de dNTPs, 

10 1 U/ml d'inhibiteur de RNase, 2,5 mM d'oligo d(T) I6 et 2,5 U/ml de transcriptase 
inverse. Le melange est incube 20 min, a temperature ambiante pour permettre a la 
sequence d'oligo d(T) i6 d'hybrider avec les extrernites polyA + des ARNs et d'initier la 
transcriptase inverse. Le melange est ensuite incube 20 min. a 42°C puis 5 min. a 
99°C et 5 min a 5°C. Ces differentes incubations permettent la transcription inverse 

15 des ARN messagers en ADN complementaire. La PCR est realisee en utilisant les 
oligonucleotides SEQ ID NO:27 et 28 precites. Apres PCR, les produits de 
L amplification ont ete separes dans un gel d' agarose a 1,5 %. La presence d'ADN est 
revelee par du bromure d'ethidium (figure 1). Les marqueurs de taille presents dans la 
colonne A de la figure 1, ont permis de leterminer la taille des produits 

20 d' amplification. Un fragment d'ADN de 1000 paires de bases est ciairement detec- 
table dans le cas d'une amplification realisee sur l'ADNc obtenu (colonne C). Par 
contre, on constate que lorsque Ton omet de mettre l'enzyme qui permet I'etape de 
transcription inverse, ce fragment d'ADN est absent (colonne B). Ceci demontre bien 
la presence de TARN messager HSKinll dans les cellules humaines ; le fragment de 

25 1000 paires de bases obtenu (SEQ ID NO:4) n'est pas du a une contamination d'ADN 
genomique. 

La sequence du fragment de 1000 paires de bases est determinee 
selon la technique de sequensage automatique decrite dans Tissier A. et aL, 1 996, pre- 
cite. La sequence SEQ ID NO:4, correspondant a un fragment de l'ADNc fJS^ in ^ 7 est 
30 identique a 86 % a celle de souris MmKinll. Le polypeptide code est identique a 92,4 
%. C'est fisolement de ce fragment de l'ADNc HS& in17 <l ui a effectivement permis 
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d'entreprendre le clonage de FADNc HS Kin17 complet (Figure 2 : Comparison des 
sequences des fragments d'ADNc HS KinI 7 avec ^ ADNc Kin J 7 de souris). 
EXEMPLE 2 : Criblage d'une banque d'ADNc humain : clonage et determina- 
tion de la sequence nucleotidique de l'ADN complementaire du gene tfs Kin17 - 

Le fragment radiomarque de 1000 paires de bases de 1' ADNc du 
gene HS Kinl? (apP eI ^ e Sonde-1000; SEQ ID NO:4) a ete utilise comme sonde pour 
cribler une banque d'ADNc humains obtenus a partir d'ARNs messagers exprimes 
dans des testicules et inseres dans le vecteur Xgtl 1. L'ADN des phages qui hybrident 
avec la sonde ont ete purifies et 1' ADNc humain a ete sequence. 

PROTOCOLS : La banque a ete obtenue a partir d'ARN poly A+ 
purifies a partir de testicules humains. Les ADN complementaires ont ete obtenus en 
utilisant comme amorce une sequence de poly d(T). Apres transcription inverse et 
degradation des ARNs qui ont servi de matrice, des sequences nucleotidiques corres- 
pondant au site de restriction de V enzyme de digestion 'EcoRI ont ete greffees de part 
et d'autre des extremites des ADNc. Apres digestion par -F enzyme EcoRI, tous les 
ADNc sont inseres au site EcoRI du vecteur Xgtll. -250- 000 bacteriophages Xgtll 
recombinants contenant- des ADNc humains sont incubes 20 min. a 37°C avec 0,3 ml 
de bacteries receptrices 6334 (preculture de 16 h a 37°C), puis melanges avec 9 ml de 
milieu LB agarose, chauffe a 48°C. L'ensemble est coule sur des boites de Petri de 
140 mm de diametre contenant du milieu LB-agar. Les boites ont ete incubees a 42°C 
pendant 5 heures puis a 37°C, 16 h, jusqua ce que les plages de lyses arrivent a 
confluence. Un filtre de nitrocellulose sec (Schleicher & Shuell, BA85) est ensuite 
depose pendant 1 min. sur la surface de la boite, marquee de fac?on asymetrique avec 
de Fencre.de chine. On obtient de cette fapon une replique des plages de lyse sur le 
filtre. Le fragment de 1000 paires radiomarque (Sonde-1000) (SEQ ID NO:4) de 
FADNc du gene H$Kinl7 est utilise pour le criblage selon les traitements suivants : 

a) Denaturation et immobilisation de FADN du bacteriophage 
Xgtll sur des filtres de nitrocellulose. 

Les filtres sont places pendant 5 min., face en contact avec les 
phages vers le haut, sur des feuilles de papier Whatmann imbibees de solution denatu- 
rante (0,5 N NaOH, 1 ,5 M NaCl), pour permettre la lyse des phages et la denaturation 
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cie FADN. Les filtres sont ensuite transferes pendant 5 min. dans la solution de 
neutralisation (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH = 7,4), puis laves pendant 10 min. 
dans du tampon 2X SSC, et ensuite seches a 80°C, sous vide, pendant 2 heures. Une 
deuxieme serie des filtres est mise en contact pendant 2 min. avec les plages de lyses, 
5 a la surface de la boite. lis seront traites de la meme fa^on que la premiere empreinte. 
Les boites contenant les phages sont conservees a 4°C dans Fobscurite. L'ADN fixe 
sur les filtres est alors hybride avec la sonde-1000 radiomarquee (Maniatis et aL, 
Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 1989). La deuxieme serie des filtres avec 
des empreintes ont ete hybrides avec une sonde radiomarquee correspondant a FADNc 
10 Kinl7 de souris (Angulo et aL, N.A.R., 1991, precite). 

b) Hybridation des ADNs recombinants et detection des phages 
qui s'hybrident avec la sonde. 

Six filtres ont ete places chacun dans un tube et incubes pendant 3 
heures a 65°C dans la solution d'hybridation (5 X SSPE, 5 X Denhardt's solution, 
15 0,5 % SDS), en presence de 50 (ag/ml final d'ADN de sperme de hareng sonique 
(prealablement denature a 1 00°C, pendant 10 min., puis place dans la glace). 

b-1)- Marquage radioactif des sondes : 30 ng d' ADN correspondant 

au fragment de 1000 pdb de FADNc HS Kin17 (sonde -1000 de sequence SEQ ID 

t 

NO:4) ou correspondant a FADNc Kinl7 de souris (sonde-1400) ont ete chauffes 
20 10 min. a 100°C et incubes en presence d'amorces (hexameres), d'un desoxyribo- 
nucleotide marque au phosphore radioactif ([a-^^P]-dCTP), des trois autres desoxy- 
ribonueleotides triphosphates non radioactifs et de la fraction Klenow de la polyme- 
rase I d'E. colL Le marquage est effectue a 37°C pendant 30 min., puis la sonde est 
purifiee sur tamis moleculaire (SEPHADEX G50, Pharmacia). Le taux ^incorporation 
25 de la radioactivite est mesure a Taide d'un compteur a scintillation liquide. L'activite 
specifique des sonde-1000 et sonde-1400 etaient de 0,8-3x1 0 8 cpm/\xg (Random 
Primed DNA Labeling Kit. Boehringer). 

b-2)- Hybridation: Les filtres sont incubes dans la solution 
d'hybridation dans laquelle la sonde-1000 (SEQ ID NO:4) ou la sonde-1400 radio- 
30 marquee (prealablement denaturee a 100°C pendant 10 min.) a ete ajoutee. 
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L' incubation est reaiisee pendant 16 heures a 65°C. Apres hybridation, les filtres sont 
laves de la fa^on suivante : 

3 lavages de 10 min. dans du tampon 2 X SSC, 0,1 %'SDS a temperature ambiante, 
1 lavage de 45 min. dans du tampon 1 X SSC, 0, 1 % SDS a 65°C. 

Apres elimination de fexces de radioactivite, les filtres sont mis en 
contact avec des films X-OMAT AR (Kodak) qui sont places a - 80°C pendant 16 
heures. 

c) Isolement des phages qui possedent VADNc du gene HS Kinl 7 - 

Les plages de lyse qui ont donne un resultats positif par autoradio- 
graphic ont ete reperees sur les boites de Petri et prelevees et remises en suspension 
dans 100-300 \x\ de tampon SM (0,1 M NaCl, 10" 3 M S0 4 , 0,02 M Tris-HCl pH 7,5, 
0,01 % de gelatine) contenant 5 \il de ch'loroforme. Le meme protocols utilise pour le 
criblage permet par la suite de purifier les phages positifs ainsi que leur ADN pour 
determiner la taille des inserts et la sequence de TADNc. 

Purification de PADN du phage Igtll et determination de la 
sequence nucleotidique de T ADN complementaire du gene HS Kinl 7 

On procede comme decrit dans le Brevet frangais n° 2 706 487. 

EXEMPLE 3 : Methodes de caracterisation de Texpression du gene Kinl7 par 

— - ■ ■ j ^ 

detection de TARN messager et de la proteine codee. 

Immunodetection de la proteine > kinll f (de souris et htimaine) dans 

des cellules en culture. 

Les cellules cultivees sur lamelles sont lavees 3 fois avec du PBS, 
puis fixees a faide d'une solution de methanol acetone (3v/7v) pendant 10 minutes a - 
2'0°C, L'immunodetection est ensuite reaiisee a temperature ambiante en chambre 
humide. Apres rehydratation des cellules pendant 10 min. dans du PBS, les lamelles 
sont incubees 10 min. dans une solution de 3% de H 2 0 2 dans du PBS. Apres 3 lavages 
de 5 min. avec du PBS, les lamelles sont incubees 30 min. dans 5 % de serum de 
chevre dans du PBS. Les lamelles sont ensuite rincees 3 fois 5 min. dans du PBS, puis 
incubees pendant 2 heures avec un anticorps dirige contre la proteine kinl7, denomme 
pAb2064 (Biard et al., Arch. Dermatol., 1997, precite) ou un anticorps anti-RecA, 
dilue au 1/100 dans du PBS. Apres 3 ringages de 5 min. dans du PBS, les lamelles 
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sont incubees avec un anticorps anti-immunoglobulines de lapin biotinyle, produit 
chez la chevre, dilue au 1/200 dans du PBS. Apres 3 lavages de 5 min. dans du PBS, 
les lamelles sont recouvertes pendant 30 min. avec le reactif ABC (Vectastain, Elite 
ABC Kit, Vector Laboratories) qui contient de Favidine et de la peroxydase de raifort 

5 biotinylee, puis de nouveau rincees 3 fois 5 min, dans du PBS, La peroxydase est 
revelee par la diaminobenzidine (Polysciences Inc.), utilisee a la concentration de 0,5 
mg/ml en presence de 0,01% de H 2 0 2 dans du tampon Tris pH 7,4. La reaction est 
arretee apres quelques minutes, par immersion des lamelles dans Feau. Les lamelles 
sont ensuite montees avec Aquamount ameliore (BDH, Gurr) et observees avec un 

10 microscope AXIOPHOTE 2 de Carl ZEISS equipe pour rimmunofluorescence indi- 
recte et avec une camera refroidie (camera CCD, Coolview, Photonic Science, UK) 
qui est controlee par un ordinateur. 

Detection de TARN messager du gene HS^ ini ' ? P ar hybridation in 
situ dans les lymphocytes T. 

15 Les lymphocytes humains, deposes sur les lames par cytocentrifuga- 

tion, ont ete fixes avec du paraformaldehyde a 4 % pendant 10 min., rinces au PBS 
puis deshydrates par passages successifs dans des solutions a 70 %, 90 % et 100 % 
d'alcool, avant' d'etre conserves a -80°C. Apres hydratation dans du PBS, toutes les 
etapes de la detection ont ete realisees dans une charnbre humide. Les lames sont incu- 

20 bees pendant 1 0 min. avec une solution de H 2 0 2 a 3% dans du PBS, puis rincees 3 fois 
5 min. dans du PBS. Les lames sont successivement traitees pendant 10 min. par des 
solutions de glycine 0,1 M dans du PBS et de Triton X-l 00, 0,3 % egalement dans du 
PBS avant d'etre incubees pendant 2 heures a 37 0 C dans le tampon de prehybridation 
(50 % de formamide desionise, SSC 4x, solution de Denhardt Ix, 0,1 mg/ml d'ADN 

25 de sperme de saumon, 0, 1 25 mg/ml d'ARN de transfert et 0,8 % de sarcosyle). 

Marquage de V oligonucleotide a la digoxygenine. 
On utilise 100 pm d'un oligonucleotide synthetique de 40 nucleo- 
tides (SEQ ID NO:16 ou 17) et marques par la Dig-1 1-dUTP a Fextremite 3\ a i'aide 
de la trousse Boehringer Mannheim (Dig Oligonucleotides Tailing Kit. Ref. 141 723 1). 

30 Le marquage des sondes est controle a Faide d'un anticorps anti-digoxygenine, couple 
a la phosphatase alcaline (revelation par une solution de NBT-BCIP). 



WO 99/29845 PCT/FR98/02667 

19 

Conditions d'hybridation et revelation des hybrides, 
Sur chaque lame comprenant des lymphocytes fixes, ont ete deposes 
100 de solution d'hybridation composee de 4 pmoles de sonde marquee pour 96 
de tampon de prehybridation. L'hybridation est realisee a 37°C pendant 16 heures. 
5 La revelation a ete realisee a Taide de la trousse TSA™ Direct (kit 

NEN Ref. NEL 731). Apres hybridation, les lames sont lavees successivement 3 foils 
pendant 10 min. dans du tampon SSC2X, SSC1X, SSC0,5X a temperature ambiante, 
puis 3 fois pendant 5 min. dans du tampon Tris-HCl 0,1 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M, 
Tween-20 0,05 % (TNT). Les cellules sont ensuite incubees avec un tampon de 

10 blocage compose de Tris-HCl 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,15 M et 0,5 % dereactif bloquant 
pendant 30 min. Apres blocage, immunodetection est realisee pendant 90 mm. avec 
un anticorps anti-digoxygenine couple a la peroxydase (Boerhinger Manixheim, Ref 
1207733 ). L'anticorps est utilise a une dilution au 1/100 dans le tampon de blocage de 
la trousse d'hybridation (TSA™ Direct). L' incubation est suivie de 3 rin<;ages de 5 

15 min. dans le tampon TNT puis la peroxydase est detectee par action de la tyramide 

couplee a la fluoresceine pendant 5 min. comme decrit par le fournisseur (TSA™ 

Direct, NEN), Apres 3 lavages de 5 min. dans le TNT, les cellules sont colorees avec 

une solution de 10" 3 ^ig/ml de 4 1 ,6-diamidino-2 phenyiindole (D API) pendant 10 min. 

■ ■ ■ I ? . . 

Les lames sont ensuite rincees dans le tampon TNT avant d'etre montees a Taide du 

20 Vectasheild®, un produit de montage protecteur de la fluorescence (Vector Labora- 
tories, ref: H-1000). La fluoresceine est observee a 525 nm et le DAPI a 425 nm avec 
un microscope AXIOPHOTE 2 de Carl ZEISS equipe pour rimmunofluorescence 
indirecte et avec une camera refroidie, comme precise ci-dessus. 

Detection de I'ARN messager du gene j^ m Kinl7 par hybridation 

25 in situ dans les testicules de souris* 

Les testicules sont preleves et inclus immediatement a -20°C dans le 
milieu d'inclusion OCT (OCT compound, Tissue-Tek, Miles. Ref. 4583). Des coupes 
de 10 |um d'epaisseur sont realisees au cryostat a -20°C. Elles ont ete utilisees imme- 
diatement ou congelees et gardees a -80°C jusqu'a utilisation. La premiere etape est la 

30 fixation au paraformaldehyde 4 %, puis le protocole est identique a celui decrit ci- 
dessus, pour la detection du gene humain dans les lymphocytes T. Les sondes utilisees 
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pour la souris sont les oligonucleotides synthetiques : sonde anti-sens = 5'-CCA GGC 
CTC TTC TCA CCT GCT CCT CAA TGA ACT TGG CAG To' (SEQ ID NO: 17) et 
sonde sens : 5' - ACT GCC AAG TTC ATT GAG GAG CAG GTG AGA AG A GGC 
CTG G-3' (SEQ ID NO: 16). On observe une hybridation specifique au niveau des 
5 spermatocytes zygotenes (Figure 4). 

Detection de I' ARN messager du gene tfsKinl7 par hybridation 
des ARN immobilises sur membrane avec une sonde d'ADN radiomarqaee. 

La quantite de transcrit Kin\l present dans differents tissus est 
determinee par la methode de Northern (electrophoreses transfert et hybridation des 

10 ARNs). On utilise des membranes de Nylon sur lesquelles 2 jig d'ARN poly A+ de 
differents tissus humains sont transferes (coeur, cerveau, placenta, poumon, foie, 
muscle squelettique, rein, pancreas, rate, thymus, prostate. testicule;ovaire, petit intes- 
tin, colon et lymphocyte du sang peripherique, MTN, Clontech). La prehybridation et 
l'hybridation sont effectuees dans un four (hybridization oven/shaker d'Amersham). La 

15 membrane est placee dans des tubes et incubee a 42 °C pendant 5 heures avec 15 ml de 
solution d'hybridation (50 % formamide, 5 X SSPE, 5 X Denhardt's solution, 0,5 % 
SDS) en presence de 50 |ig/ml final d'ADN de sperme de hareng sonique 
(prealablement denature a 100°C pendant 10 min. puis place dans la glace). La 
membrane est ensuile incubee dans la solution d'hybridation dans laquelle la sonde- 

20 1000 radiomarquee (SEQ ID NO:4) (prealablement denaturee a 100°C pendant 10 
min) a ete ajoutee. L 7 incubation est realisee pendant 16 heures a 42°C. Pour eliminer 
Texces de sonde, la membrane est lavee deux fois 20 min., a temperature ambiante 
dans du 2 X SSC, 0,1 % SDS, deux fois 15 min., a 42°C dans du 0,5 X SSC, 0,1 % 
SDS puis une fois 15 min., a 60°C dans du 0,1X SSC, 0,1 % SDS. Les filtres sont 

25 ensuite mis en contact avec des films X-OMAT AR (Kodak) ou Hyperfilm-MP 
(Amersham) a -80°C pendant 60-100 heures. Le panneau A de la Figure 3 montre 
T autoradiographic obtenue apres hybridation des ARN totaux extraits de differents 
tissus humains avec la Sonde- 1000. II existe une expression preferentielle du gene 
HsKinll dans certains tissus comme le testicule, I'ovaire, le coeur, le muscle squelet- 

30 tique ou le petit intestin alors qu'il est pratiquement indecelable dans d'autre tissus 
comme le rein, le poumon ou le cerveau. 
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EXEMPLE 4 : Detection de TARN ffgKinl7 dans des lignees tumorales 
humaines. 

Le taux d'ARN rnessager fjsKinl7 dans differentes cellules derivees 
des tumeurs humaines (leucemie promyelocytaire (HL60), adenocarcinome de la 
5 glande cervicale (HeLa S3), leucemie myeloide chronique (K-562), leucemie lympho- 
blastique (MOLT-4), lymphotne de Burkitt Raji, adenocarcinome colorectal (SW480), 
carcinome du poumon (A549, melanome (G361)) a etc determine. Le protocole de 
detection du transcrit fisKinl7 utilise est le meme que celui decrit pour la detection de 
TARN Kin 17 dans les tissus humains (voir exemple 3). On utilise une membrane sur 

10 laquelle 2 jig-d'ARN poly A+ de differentes cellules tumorales ont'ete immobilises 
(MTN, Clontech). Le panneau B de la Figure 3 represente T autoradiographic obtenue 
apres hybridation de la sonde- 1000 avec les ARN totaux extraits de differents cellules 
tumorales humaines. Apres quantification des signaux obtenus pour FARN //£A7w/7 
par rapport a ceux calcule pour TARN d'actine, on constate que ('expression du gene 

1 5 HSKwl 7 est tres variable suivant la -Jig-nee : on observe une expression tres faible dans 
les cellules HL60, alors qu'on observe une difference d'un facteur 15 dans les cellules 
K-562 ou d'un facteur 10 dans les cellules derivees de F adenocarcinome coiorectale. 
Les cellules tumorales semblent done regular differemment F expression du gene 
HSKinl7, 

20 EXEMPLE 5 : Etude de la surexpression transitoire de la proteine kinl7 de 
souris ( Mm kinl7) et de ses formes tronquees dans des cellules humaines. 

On a observe que les fibroblastes BALB/c 3T3 lorsqu'ils sont stimu- 
les a proliferer presentent une accumulation intranucleaire de la proteine Mm kinl7 dans 
les cellules en phase S (replication de FADN). Pour mieux cerner le role de la proteine 
25 kinl7 sur la proliferation cellulaire, on a teste Feffet d' une surexpression de la 
proteine Mni kinl7 sur la proliferation cellulaire. Un systeme de transfection transitoire, 
qui permet de surexprimer la proteine Mm kinl7 dans les cellules de mammiferes en 
culture, a ete utilise. Les vecteurs obtenus expriment bien la proteine Mm kinl7 
(verification par des techniques d' immunofluorescence indirecte a l'aide des anticorps 
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polyclonaux pAb2064 diriges contre la proteine Mm kinl7 (Biard et al., Arch. 
Dermatol., 1997, precite et Brevet fransais n° 2 706 487). 

On observe I'effet de la surexpression transitoire de differentes 
formes tronquees de la proteine kinl7 sur la proliferation cellulaire. 

5 Construction des vecteurs d' expression eucaryotes. 

Tous les plasmides utilises pour cette etude ont ete construits a partir 
du vecteur pCMVDT21 qui permet une expression elevee du transgene (Bourdon et 
al., 1997). La phase ouverte de lecture de l'ADNc Kin 17 de souris (Angulo et al., 
1991, N.A.R., precite) est inseree dans le vecteur pCMVDT21 digere par r enzyme de 

10 restriction Xhol pour obtenir le plasmide pCMVKinl7, On utilise aussi 1'ADNc appele 
M m Kinl7ACT, II correspond a une deletion du fragment compris entre le nucleotide 
854 et le nucleotide 1034 de l'ADNc M m Kinl7,.et£L deja ete decrit (Mazin et al;, 1994, 
precite). Cet ADNc code pour une proteine tronquee dans sa region C-terminale, 
riommee -proteine kinl7ACT (deletee dans la region C-terminale), qui a un poids 

15 moleculaire de 32407 Daltons. Cet ADNc Kin 1 7 ACT est insere dans le vecteur 
pCMVDT21 ; on obtient ainsi le plasmide pCMVKin 17 ACT. Un deuxieme mutant est 
obtenu en deletant l'ADNc MmKinl7 du nucleotide 412 au nucleotide 705. Un tel. 
acide nucleique code pour une proteine tronquee (absence de 99 arr|ino-acides entre les 
residus 129 et 228), au niveau d'une region contenant la sequence homologue a la 

20 proteine RecA. Cette proteine mutee a ete nommee Mm kinl7ARH (deletee dans la 

Region Homologue). L- ADNc .a/^ 

a) Amplification par PGR de la region 5 1 de l'ADNc MmKinl7 
(entre les nucleotides 1 a 41 1) a partir du vecteur pcD2Kinl7 (Angulo et ah, 1991) en 
utilisant le couple d'oligonucleotides : 

25 5'-AAGCTGCTGCAGCAGCTTATCGGG-3' (SEQ ID NO:29) et 
5'- GGTACCTTTACACAAGCCCTCTCGCC-3' (SEQ ID NO:30). 

b) Amplification par PCR.de la region 3* de l'ADNc MmKinH 
(entre les nucleotides 706-1352) en utilisant les amorces : 
S'-GGTACCAGTGCACTGAAGCTGCTGGGG -3' (SEQ ID NO:3 1) et 

30 5 ? -ATTTACCCAACTATTCACTA -3 7 (SEQ ID NO:3'2). 
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Les deux produits d'amplification sont ensuite iigues entre eux au 
site Kpnf (sequence soulignee). Le sequen^age de la jonction des deux fragments a 
montre que le cadre de lecture de la proteine kinl7 est intacte. L'ADN ainsi obtenu est 
insere dans le vecteur pCMVDT2 1 pour dormer le plasmide pCMVKinl 7ARH. 
5 La Figure 5 montre la representation schematique des differentes 

proteines exprimees. La sequence des acides amines est representee de fa^on lineaire. 
Le nom des proteines est indique a gauche de chaque proteine et la taille est mention- 
nee a droite. La Region Homologue a la proteine RecA (RH, aa 163 a 201) et le Signal 
de Localisation Nucleaire (SLN, aa 235 a 285) sont presentes dans des rectangles 
10 hachures. Les residus deletes sont numerates en fonction de leur position respective 
dans la sequence de la proteine kin 17 et sont indiques comme des discontinuity, 

Transfection transitoire de vecteurs depression dans les 
cellules humaines. 

Les differentes constructions ont ete transfectees dans des cellules 
15 HeLa, qui sont des cellules humaines issues d'un adenocarcinoma de la glande cervi- 
cale (reference ATCC CCL-2). On obtient 10 % de cellules transfectees. La transfec- 
tion s'effectue de la fa^on suivante : les cellules HeLa sont ensemencees dans des 

boites de 35 mm de diametre dans lesquelles une lamelle de verre a prealablement ete 

■ ■ ■ 1 

deposee. Les cellules sont incubees dans un milieu DMEM contenant 4,5 g/I de 
20 glucose, 10 % de serum de veau foetal et 1 % de penicilline-streptomycine a une 
densite de 2xl0 5 cellules par boite. 24 heures plus tard, les cellules sont incubees avec 
le melange suivant : pour chaque transfection, on melange 3 jLtg d' ADN a 10 jul de 
CaCl 2 2,5 M dans un volume final de 100 \xL Le precipite est homogeneise et addi- 
tionne goutte a goutte a 100 |il de tampon de transfection (274 mM NaCl ; 1 mM 
25 KC1 ; 1,5 mM Na 2 HP0 45 12 H 2 0 ; 1 1 mM D(+J Glucose ; 25 mM HEPES ; ajuste a 
pH 7,15 et sterilise par filtration). Le melange est incube pendant 20 minutes a tempe- 
rature ambiante puis depose goutte a goutte sur les cellules. L' incubation dure 16 
heures a 37°C. Les cellules sont ensuite rincees 3 fois avec du PBS, puis remises dans 
du milieu DMEM contenant 10 % de SVF et 1 % de penicilline-streptomycine 
30 pendant 24 heures a 37°C Les cellules humaines transfectees sont fixees avec une 
solution de methanol/acetone (3v/7v) a -20°c pendant 10 min. v puis sechees a tempe- 
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rature ambiante pendant 10 min., afm d'analyser par immunofluorescence indirecte la 
localisation de la proteine Mm kinl7 surproduite. 

Detection de la proteine kinl7 par immunofluorescence indi- 
recte. 

Les cellules fixees sont rehydratees 10 min. dans du PBS, puis incu- 
bees en chambre humide lh30 a 37°C avec F anticorps pAb2064 dilue au 1/100 dans 
du PBS en presence de 3 % BSA. Apres 3 lavages de 5 minutes dans du PBS a tempe- 
rature ambiante et sous agitation, les cellules sont incubees avec le deuxieme anticorps 
anti-immunoglobulines de lapin produit chez la chevre, couple au fluorochrome Cy™ 
2 (Jackson Immuno Research Laboratories), dilue au 1/500, pendant 45 minutes a 
37°C et dans Pobscurite. Les lamelles sont ensuite lavees 3 fois -10 minutes dans du 
PBS et incubees dans une solution de 10' 3 jig/ml de 4\6-diamidino-2-phenylindoIe 
(DAP'I) pendant 5 min. Les lamelles sont ensuite rincees a Teau avant d'etre collees 
sur une lame avec un produit de montage (Glycergel, Dako). 

La Figure 6 correspond a une photographie des cellules HeLa trans- 
fectees par le plasmide pCMVKinl7 contenant TADNc ^j[ m Kinl7 sous le controle du 
promoteur du cytomegalovirus. Le marquage de TADN par le DAPI permet de distin- 
guer, colores en bleu, les noyaux des cellules. La coloration intranucleaire verte 
correspond au marquage indirect de la proteine Mm kinl7 surproduite dans les cellules 
transferees. 

La proteine Mm kinl7 est localisee essentiellement dans des foyers 

intranucleaires discrets. 

On a detecte des cellules qui expriment un taux faible de proteine 
Mm kinl7. La localisation est clairement nucleaire et on observe une concentration de la 
proteine Mm kinl7 dans des foyers intranucleaires d'un diametre d' environ 0,5 \xm 
(Figure 7 A). Lorsque la proteine kinl7 est exprimee en grande quantite, elle forme 
des foyers intranucleaires plus gros, avec des dimensions similaires, voire plus 
grandes que les nucleoles (Figure 7B) V Ce resultat montre que la proteine kinl7 
produite par le vecteur pCMVKinl7 s'exprime, que les anticorps pAb2064 reconnais- 
sent sa forme native et qu'elle presente une localisation nucleaire. Ces resultats 
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confirment qu'/T? vivo, le signal de localisation nucleaire est bien fonctionnel. La loca- 
lisation de la proteine Mm kinl7 dans des foyers intranucleaires discrets semble refleter 
la compartimentalisation fonctionnelle des processus biologiques qui ont lieu dans le 
noyau. En effet, des profils similaires ont deja ete observes pour d'autres proteines 
5 impliquees, soit dans le complexe multiproteique de replication, soit dans le complexe 
de transcription ou encore pour des proteines intervenant dans Fepissage alternatif des 
ARNm. 

La surexpression de la proteine iV(m kin 17 ARH conduit a la 
formation d'aggregats intranucleaires, 

10 Le vecteur pCMVKinl7ARH est transfecte dans les cellules 

humaines dans les memes conditions que celles decrites precedemment. La detection 
de la proteine Mm kinl7ARH par la methode d'immunofluorescence indirecte est reali- 
see soit en utilisant Tanticorps anti-kinl7 (pAb2064) ou Tanticorps anti-RecA (Brevet 
fran9ais n° 2 706 487, Angulo et al., Biochimie, 1991, precite). On observe que 

15 l'anticorps pAbanti-RecA est incapable de detecter la proteine Mm kinl7ARJH (Figure 
8, panneaux A : cellules HeLa transfectees par le plasmide pCMVKinl7ARH et 
traitees pour rimmunodetection avec Tanticorps pAbanti-RecA). Ceci demontre que la 
region homologue a la proteine RecA est effectivertent responsable de la reactivite 
croisee entre la proteine kinl7 et les anticorps pAbanti-RecA. En revanche, La proteine 

20 kinl7ARH est facilement detectee en utilisant V anticorps pAb2064 (Figure 8, 
panneaux B : cellules HeLa transfectees par le plasmide pCMVKinl7ARH et traitees 
pour rimmunodetection avec l'anticorps pAb2064). On observe une coloration verte 
nucleaire correspondant au marquage indirect de la proteine kinl7ARH surproduite 
dans les cellules transfectees. Les noyaux des cellules sont colores avec le DAPL La 

25 distribution de la proteine Mm kinl7ARH est differente de celle de la proteine Mm kinl7. 
En effet, la proteine Mm kinl7ARH forme de larges aggregats intranucleaires dans 
toutes les cellules transfectees independamment de la quantite de proteine surproduite. 
Ceci pourrait indiquer que la deletion des amino-acides entre 129 et 228 augmente la 
liaison de la proteine Mm kinl7ARH a un autre composant nucleaire comme PADN ou 
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la chromatine. D'autres approches biochimiques ont montre que la solubilite de la 
proteine Mm kinl7ARH est differente de celle de la proteine Mm kinl7. 

La presence de la proteine Mm kinl7ARH produit des deforma- 
tions de la morphologic nucleaire (DMN) des cellules HeLa. 

5 On transfecte des cellules HeLa avec le plasrnide pCMVKinl7ARFL 

puis on detecte par immunofluorescence indirecte les cellules exprimant la proteine 
^kinHARH. L'analyse par microscopie en contraste de phase montre que 100 % des 
cellules transferees presentent des alterations de la morphologie nucleaire (Figure 8, 
contraste de phase). Lorsque les cellules surproduisent la proteine Mm kinl7ACT il est 

10 impossible de detecter ce type de DMN (Figure 9). Dans le cas de la production des 
faibles quantites de proteine Mm kinl7, on observe la formation de foyers intra- 
nucleaires et les cellules presentent une morphologie nucleaire normale sans altera- 
tions (comme decrit plus haut). Par contre, la surexpression d'une quantite importante 
de proteine j^kinn mene a la formation de tres gros foyers intranucleaires qui 

15 ressemblent a la distribution de la proteine Mm kinl7ARH et dans ce cas, les cellules 
presentent systematiquement des DMN (Figure 7). Le fait que 100 % des cellules qui 
expriment la proteine Mm kinl7ARH ont des alterations de la morphologie nucleaire 
indique le phenotype dominant de ce mutant. 

Les DMN sont correlees a une inhibition de la replication de 

20 PADN. 

On demontre que rexpression des proteines Mm kinl7 et 
Mm kinl7ARH produisent des DMN et affectent des processus biologiques nucleaires 
comme la replication. Un resume des resultats est presente a la figure 10. L'ADNc 
M m Kinl7ARH est introduit dans des cellules humaines HeLa. Apres expression du 
25 plasrnide, la proteine kin 17 est detectee par immunofluorescence indirecte a V aide 
d'un anticorps marque a la rhodamine (coloration rouge). En parallele, dans les memes 
cellules, on detecte le taux de replication de l'ADN par V incorporation de BrdU 
(coloration verte) ; FADN genomique contenu dans les noyaux est visualise par le 
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DAPI (coloration bleue) (figure 10). La surexpression de la proteine Mm kinl7ARH 
inhibe completement T incorporation du BrdU (figure 10). 

Test de clonogeneicite des cellules . surcxprimant la proteine 
kinl? ou ses formes mutees. 
5 Les plasmides pCMVDT21, pCMVKinl7/ pCMVKinl7ARH ou 

pCMVKin!7ACT ont ete cotransfectes avec le plasmide pEGFP-Nl (Clontech) dans 
des cellules HeLa, qui sont ensuite incubees pendant 20 jours dans un milieu conte- 
nant un marqueur de selection (geneticine). Les colonies formees sont comptees. Le 
nombre de colonies formees par les cellules transferees avec le plasmide pCMVDT21 
10 est considere comme 100 %. 

La proteine kin 17 permet la formation de 10 % de colonies. La 
proteine kin 17 ARH permet la formation de 20 % de colonies. 

La proteine kin 17 ACT permet la formation de 70 % de colonies. 

La presence de la proteine kin 17 ou kinl 7ARH affecte considerable- 
15 ment la croissance des cellules, alors que la proteine kin 17ACT n'a pas d'aetion inhi- 
bitrice sur la proliferation cellulaire. 

Effets de la surnroduction de la proteine kin 17 ACT et role du 

fragment C-terminal . i 

» — : | 

- Construction des vecteurs exprimant des proteines de fusion. 

20 Les plasmides utilises pour cette etude ont ete construits a partir du 

vecteur pEGFP-C3 qui exprime la proteine GFP (Green Fluorescent Protein, 
Clontech). U a ete insere en phase de PADNc qui code pour la GFP, TADNc appele 
MmKinl7ACT. On obtient ainsi le plasmide pEGFP-Kinl7ACT qui exprime la 
proteine de fusion GFP-kinl7ACT qui a un poids moleculaire de 60 kDa. Une 

25 deuxieme proteine de fusion a ete creee en inserant en phase de T ADNc qui code pour 
la GFP, T ADNc appele MmKin 1 7SLN-CT qui code pour le signal de localisation 
nucleaire ainsi que pour la partie C-terminale de la proteine kin 17, nommee proteine 
kinl7SLN-CT. On obtient ainsi le plasmide pEGFP-Kinl7SLN-CT qui exprime la 
proteine de fusion GFP-kinl 7SLN-CT qui a un poids moleculaire de 46 kDa. 
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- Resultats : 

La detection de la proteine kin 17 ACT par immunofluorescence indi- 
recte montre que cette proteine tronquee a plutot une distribution nucleaire homogene 
avec une forte reduction du nombre de foyers intranucleaires. D' autre part, la sur- 
5 production de cette proteine kin!7ACT ne genere jamais de deformation intra- 
nucleaire. De plus, sa presence dans les cellules n'affecte ni la replication de FADN ni 
la proliferation cellulaire. Ces differents resultats montrent que la region peptidique 
responsable de la formation des foyers intranucleaires, des alterations de la morpholo- 
gic nucleaire et de T inhibition de la proliferation cellulaire semble etre la region C- 
10 terminals 

Pour verifier cette hypothese, la localisation subcelluiaire des 
proteines de fusion GFP-kin 17 ACT (deletee dans la region C-terminale) et GFP- 
kinl7SLN-CT (possede le SLN et la region C-terminale de la proteine kinl7) a ete 
determinee. 

15 La figure 1 8 montre la detection, in vivo, de ces deux proteines dans 

les cellules HeLa : alors que la proteine de fusion GFP-kin 17 ACT presente une locali- 
sation nucleaire diffuse, la proteine GFP-kinl7SLN-CT montre essentiellement une 
localisation sous forme de foyers nucleaires similaires a ceux formes par la proteine 
kinl7. Ainsi, ces observations demontrent que la region C-terminale de la proteine 

20 kinl7 est capable de diriger une proteine heterologue (la GFP) dans les foyers intra- 
nucleaires et suggerent fortement que c'est cette region qui est responsable des effets 
cytotoxiques observes lors de la surproduction de la proteine kinl 7. 
EXEMPLE 6 : Obtention des cellules humaines qui ont une expression stable de 
la proteine Mm kinl 7. Effet sur la proliferation cellulaire. 

25 Pour confirmer les effets produits par l'expression transitoire de la 

proteine Mm kinl7, on a cherche a isoler des cellules qui expriment en continu la pro- 
teine Mrn kinl7 et a determiner l'effet de cette expression ectopique sur la survie cellu- 
laire, la proliferation et la morphoiogie des cellules. On a utilise FADN complemen- 
taire Mm Kinl 7 de s °uris porte par des vecteurs navettes "EBV" afin de transferer des 

30 cellules humaines en culture, appelees PIFK293, Les cellules HEK 293 ("Transformed 
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human embryo kidney cells "HEK- Ad5), etablies a partir de reins embryonnaires 
transformes par des fragments de r Adenovirus 5 (Graham F.L. et al., J. Gen. Virol, 
1977, 36, 59-72). On cherche a selectionner des cellules capables d'exprimer la 
proteine Mm kinl7. On a suppose que la surproduction de la proteine kin 17 de souris 
5 dans tes cellules humaines a un effet biologique tres proche de la proteine humaine 
etant donne la conservation des sequences observee entre Fhomme et la souris (figure 
2A et 2B). 

Les vecteurs d 'expression EB V portant I'ADNc ^[ m Kinl 7 
L'ADNc MmKinl 7 est introduit dans des vecteurs d' expression deri- 

10 ves du virus d'Epstein Barr (vecteurs EBV) sous le controle 'd'un promoteur viral tres 
puissant ^ human cytomegalovirus immediate-early promoter" ou "IE HCMV") ou 
d'un promoteur inducible par les metaux lourds (promoteur de souris mMT-I du gene 
de la metallothioneine I). Ces plasmides sont derives de ceux deja publics (Biard et al., 
Biochim, BioPhys, Acta, 1992, 1130, 68-74 ; Biard et al, Exp. Cell Res., 1992, 200, 

15 263-271). Ces vecteurs ont les avantages suivants : 1) se maintiennent de fa?on 
episomale (extrachromosomique) stable dans les cellules humaines ; 2) persistent en 
nombre faible de copies par cellule (1 a 20 dans les lignees etablies) ; 3) se repliquent 
une fois par cycle cellulaire ; 4) se segregent entre les cellules filles comme les 
chromosomes ; 5) presentent un bruit de fond de mutagenese spontanee extremement 

20 faible 6) ne perturbent pas Pintegrite fonctionnelle des cellules transfectees ; 7) 
permettent la selection des cellules qui les portent par le fait de conferer la resistance a 
Thygromycine ou a la geneticine (G4 1 8). 

Les etapes de clonage dans les vecteurs EBV et d'analyse de ces 
vecteurs ont deja ete decrites (Biard et al,. Biochim. BioPhys. Acta, 1992 ; Biard et al, 

25 Exp. Cell Res., 1992, precites), Parmi les plasmides constants, 4 & entre eux ont plus 
particulierement ete etudies : le vecteur pEBVMT Mm Kinl7 (ou pB223) (figure 1.1), le 
vecteur pEBVMTA (ou pB220) (figure 11), le vecteur pEB VCM V Mm Kin 1 7 (ou 
pB291) et le vecteur pEBVCMVAS Mm Kinl7 (ou pB291AS dans lequel I'ADNc 
Mm Kin17 a &e insere en position n anti-sens"). Apres le clonage, les vecteurs sont 
30 amplifies dans la bacterie DH5 et purifies sur des coionnes "Qiagen" selon les recom- 
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mandations du fournisseur. Cet ADN est alors utilise pour transferer les cellules 
humaines. 

La transfection des cellules humaines. 

Les cellules d'eucaryotes ont ete cultivees dans des boites 6-puits 
contenant 2 mide milieu par puits. Par la suite, 1 a 2 ug d'ADN par puits sont trans- 
fectes (selon le type cellulaire) par precipitation avec du chlorure de calcium (Biard et 
al,. Biochim. BioPhys. Acta, 1992 ; Biard et al Exp. Cell Res., 1992, precites). Les 
cellules sont incubees a 37°C toute la nuit et le milieu est remplace par du milieu frais 
sans antibiotique. 48 heures apres la transfection, les proteines cellulaires sont analy- 
ses par la technique de "Western blot" ou d'immunohistochimie comme decrit prece- 
demment (Biard et al, Rod. Res., 1997; Biard et al, Arch. Dermatol. Res., 1997). La 
purification des plasmides par la technique de "Hirt" permet leur caracterisation par 
hybridation ADN- ADN ou par transformation des bacteries DH5a et amplification 
(Biard et al, Exp. Cell Res., 1992, precite). Les cultures cellulaires sont poursuivies en 
presence de 250 ug/ml d'hygromycine dans le milieu pendant 4 jours, puis avec 
125 ug/ml d'hygromycine ou de geneticine (750 |J.g/ml pendant 4 jours, puis 
250 ug/ml), afin de determiner la croissance clonogenique et d'etablir des lignees 

continues. ' . 

Effet de la surexpression de la proteine M Jtinl7 dans des cellules 

tumorales H1299. 

Les cellules H1299 (ATCC CRL-5803) sont des cellules epitheliales 
humaines du poumon qui ont ete etablies apres prelevement d'un patient atteint d'un 
carcinome pulmonaire NSCLC ("non small cell lung cancer"). Ces cellules tumorales 
presentent une inactivation du gene p53. L'expression de 1'ADNc j^ m Kinl7 sous le 
controle du promoteur puissant IE HCMV entraine une diminution tres importante du 
nombre de colonies formees 14 jours apres la transfection et cela en presence du 
marqueur de selection (hygromycine ou geneticine). Dans les memes conditions, 
l'expression de l'ADNc MmKinU anti-sens permet l'etablissement de tres nombreux 
clones. De ce fait, il ressort qu'une expression ectopique de la proteine Mm kml7 dans 
les cellules tumorales H1299 entraine un desavantage selectif important. II est done 
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tres difficile, voire impossible d'etablir des lignees derivees des cellules HI 299 expri- 
mant en continu la proteine Mm kinl7. 

Obtention des cellules HEK 293 immortelles qui surexpriment la 
proteine Mtn kinl 7. 

5 Ces cellules HEK 293 presentent les caracteristiques suivantes: 1) 

sur 4 a 5 fragments du genome viral, integres dans leur genome (12 % de l'extremite 
gauche et une copie de 9 % de l'extremite droite) (Aiello L. et al., Virology, 1979, 94, 
460-469), seuls les transcrits de Textremite gauche sont detectes ; 2)~ caractere trans- 
forme et perte de l'inhibition de contact ; 3) secretent leurs propres facteurs de crois- 

K) sance et done poussent en milieu faible en serum ; 4) tumorigenicite moderee (15 % 
des souris nudes presentant des tumeurs) ; 5) efficacite de transfection superieure a 
30%. (observee 48 h apres la transfection d'un vecteur pEBVCMVlacZ ou d'un 
vecteur pEB VCMVEGFP). 

On observe que 48h apres la transfection du vecteur 

15 pEBVCMV Mm Kinl7, un grand nombre de cellules expriment la proteine Mm kinl7 a un 
niveau tres eleve. Apres selection a Thygromycine (250 jig/ml), on observe dans tous 
les cas un nombre tres important de clones, ce nombre etant touj ours plus important 
que celui observe apres transfection du vecteur controle pEBVCMVAS Mm Kinl7. 
Ainsi, 14 jours apres la selection, la viabilite des cellules est compatible avec 

20 1 7 expression de la proteine Mmk kinl7. Apres plusieurs semaines, on constate une perte 
progressive du nombre de cellules exprimant la proteine Mm kinl7. Ceci se reproduit 
dans de nombreuses experience de transfection. Cela indique que F expression ecto- 
pique de la proteine Mm kinl7 entraine un desavantage selectif des cellules HEK 293, 
qui entraine leur disparition. En revanche, les cellules HEK 293 transferees par 

25 d'autres vecteurs EBV, comme les vecteurs pEBVCMVlacZ, pEBVMTlacZ, ou 
pEBVCMVlacI maintiennent une expression stable du gene d'interet (ici les genes 
bacteriens lacZ ou lacl) pendant de nombreux mois, voire de nombreuses annees 
(Biard et al, Cancer Res,, 1992, precite). 
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On transfecte des cellules HEK 293 avec le vecteur 
pEBVMT Mm Kinl7. Dans ce vecteur, ['expression de I'ADNc ^[ m Kinl7 est controlee 
par le promoteur mMT-L De ce fait, F expression basale de I'ADNc j^[ m Kinl7 est 
considerablement plus faible que celle obtenue avec le promoteur IE HCMV. De plus, 
5 F expression peut etre augmentee par l'utilisation de metaux lourds dans le milieu de 
culture. On a isole et analyse plusieurs clones stables qui expriment un taux tres faible 
de proteine Mm kin 17. L'avantage de ce systeme est que Introduction de 100 |aM de Zn 
et 1 jiM de Cd dans le milieu de culture active le promoteur mMT-I et augmente 
1'expression de TADNc ^ m Kinl 7 (figure 12). 
10 Un done, denomme cellules B223.1 (figure 12), puisqu'il porte le 

vecteur pEBVMT Mm Kinl7 (ou pB223), presente une expression basale assez elevee 
de la proteine Mm kinl7, alors que le clone denomme pB223.2 presente une expression 
basale basse de la proteine Mm kinI7. La caracterisation de ce clone pendant plus de 8 
mois en culture continue a montre que le taux de la proteine Mm kinl 7 est correle avec 
15 une diminution tres importantc de la proliferation cellulaire. 

La proteine Mm kinl7 est detectee dans les cellules transfectees par 
coloration immunocytochimique ; alors que Ton n'observe aucun signal avec les 
cellules B220 (figure 12C et D), un signal intense est detecte dans toutes les cellules 
B223J, 24 heures apres un traitement aux metaux lourds avec un anti corps anti-recA 
20 (figure 12A et 12B). 

On observe egalement des differences d'expression dans la popula- 
tion de cellules B223.1. 

En utilisant la microscopie conventionnelle avec un filtre etroit pour 
analyser remission du fluorochrome Cy2™, on observe moins de 1 % de cellules 
25 B223 . 1 surexprimant la proteine Mm kinl 7, en F absence de stimulation avec les metaux 
lourds (figure 13 A) ; apres stimulation aux metaux lourds, on detecte un fort signal 
specifique, localise dans les noyaux des cellules B223.1 (figure 13B). 

Dans ces conditions experimentales, la proteine endogene HS kinl7 
n'est pas detectable (figure 12C et 13C). 



WO 99/29845 PCT/FR98/02667 

33 

On observe egalement une diminution de ia croissance clonogenique 
des cellules B223.1, une incapacity a pousser a faible densite, et une mauvaise adhe- 
rence au support de culture (figure 13B). Les cellules B223.1 sont souvent geantes et 
polynucleees (figure 14). On observe plus de cellules polynucleees dans la population 

5 de cellules B 223,1 que dans les deux autres lignees cellulaires (B220 et B223.2) 
(figure 1 5). Elles presentent des structures nucleaires multilobees ainsi que des micro- 
noyaux, Ces resultats indiquent que la viabilite des cellules humaines HEK 293 est 
compatible avec une expression constitutive faible de la proteine Mm kinl7, En 
revanche, un taux d'expression eleve affecte negativement la proliferation cellulaire. 

10 Ces resultats indiquent que la surexpression de la proteine Mm kinl7 compromet la 
viabilite cellulaire. Tous ces resultats renforcent fhypothese selon laquelle la proteine 
Mm kinl7 devrait intervenir dans le controle (negatif) de la proliferation cellulaire 
(figure 16). 

Lorsque les cellules B223.1 sont ensemencees a une densite de 10 3 
15 cellules/cm 2 , on observe qu'en 1' absence de metaux lourds, ces cellules sont inca- 
pables de croitre apres 7 jours en culture ; elles restent rondes et ne s'etalent pas 
(figure 12 et 17A). Alors que les cellules B223.1 commencent a croitre apres 7 jours 
en culture, les deux autres lignees cellulaires arrivent presque a confluence (figure 
17 A). Lorsque ces differentes lignees cellulaires sont mises en croissance a differentes 
20 densites pour tenir compte de leur efficacite a former des plaques, on observe un taux 
de proliferation reduit des cellules B223.1, en comparaison avec les deux autres 
lignees (figure 1 7B). Dans la mesure ou Ton n' observe aucune difference en presence 
ou en T absence d'hygromy cine, B, on doit considerer que ces resultats ne sont pas dus 
a une difference de sensibilite au milieu de selection (figure 17B). 
25 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, V invention ne se limite 

nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre .decrits de fa^on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a V esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Sequence d'acide nucleique, caracterisee en ce qu'eile presente 
la sequence SEQ ID NO:l et en ce qu'eile est apte a exprimer une proteine kinl 7 
humaine fonctionnelle. 
5 2°) Sequence d'acide nucleique, caracterisee en ce qu'elle code pour 

une proteine kinl 7 tronquee au niveau d'une region homologue a la proteine recA. 

3°) Sequence d'acide nucleique selon la revendication 2, caracterisee 
en ce qu'elle code pour une proteine kin 17 tronquee qui correspond a une proteine 
kinl 7, dans laquelle au moins le fragment compris entre les aminoacides 162 et 201 et 
10 au plus le fragment compris entre les" aminoacides 55-235 est delete. 

4°) Sequence selon la revendication 3, caracterisee en ce que ladite 
sequence d'acide nucleique code pour une proteine kinl 7 tronquee qui correspond a la 
proteine kinl 7 de souris dans laquelle le fragment compris entre les aminoacides 129- 
228 est delete et en ce qu'elle presente la sequence SEQ ID NO:2. 
15 5°) Sequence selon la revendication 3, caracterisee en ce que ladite 

sequence d'acide nucleique code pour une proteine kinl 7 tronquee qui correspond a la 
proteine kinl 7 humaine dans laquelle le fragment 129-228 est delete et en ce qu'elle 
presente la sequence SEQ ID NO: 3. 

6°) Fragments de la sequence SEQ ID NO:l, pour la detection du 
20 gene codant pour la proteine kin 17 humaine et/ou de TARN du gene Kinl 7 dans un 
echantillon biologique. 

7°) Fragments selon la revendication 6, carac tenses en ce qu'ils sont 
selectionnes dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:4-2 1 et 33. 

8°) Procede de detection de l'ADN genomique ou d'un produit de 
25 transcription du gene humain Kinl 7, par hybridation et/ou amplification genique, rea- 
lise a partir d'un echantillon biologique, lequel procede est caracterise en ce qu'il 
comprend : 

(1 ) une etape au cours de laquelle Ton met en contact un echantillon 
biologique a analyser avec au moins une sonde selectionnee dans le groupe constitue 
30 par les sequences SEQ ID NO: 1-21 et 33 et 
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(2) une etape au cours de laquelle on detecte par tout moyen appro- 
prie le ou les produits resultant de V interaction sequence nucleotidique-sonde. 

9°) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que la sonde 
de l' etape (1) est eventuellement marquee a l'aide d'un marqueur tel qu'un isotope 
5 radioactif, une enzyme appropriee ou un fluorochrome. 

10°) Procede selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracte- 
rise en ce que ladite sonde est constitute par la sequence SEQ ID NO:4. 

11°) Procede selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, 
caracterise en ce qu'il peut comprendre, prealablement aT etape (1) : 
10 . une etape d' extraction de l' acide nucleique a detecter, et 

. au moins un cycle d'amplification genique realise a l'aide d'une 
paire d'amorces selectionnee parmi les sequences SEQ ID NO: 5 -21, de preference a 
l'aide de la paire d'amorces SEQ ID NO:16 et SEQ ID NO:17. 

12°) Procede de detection d'un produit de transcription du gene 
15 humain Kinll, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape d' extraction de TARN a detecter, 

- une etape de synthese de l'ADNc correspondant audit ARN par 
transcription inverse en presence d'amorces aleatoires, 

- au moins un cycle d' amplification genique realise a FaideM'une 
20 paire d'amorces selectionnee parmi les sequences SEQ ID NO:5-21, et 

- la detection du produit amplifie. 

13°) Procede de detection selon la revendication 12, caracterise en ce 
que ladite paire d'amorces est selectionnee dans le groupe constitue par les paires 
suivantes : sequences SEQ ID NO:5 et SEQ ID NO :12, qui permettent d' amplifier un 
25 fragment de 453 pb ; sequences SEQ ID NO: 18 et SEQ ID NO:19, qui permettent 
d'amplifier un fragment de 1265 pb et sequences SEQ ID NO: 16 et SEQ ID NO:7, qui 
permettent d'amplifier un fragment de 224 pb. 

14°) Procede de detection selon la revendication 12 ou la revendica- 
tion 13, caracterise en ce que la detection est effectuee par electrophorese sur gel et 
30 revelation convenable, suivi eventuellement d'une quantification. 
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15°) Proteine kinl7ARH, caracterisee en ce qu'elle correspond a une 
proteine kin 17 tronquee au niveau d'une region homologue a la proteine recA. 

1 6°) Proteine kin 1 7 ARH selon la re vendication 1 5 , caracterisee en ce 
qu'elle correspond a une proteine kinl7 dans laquelle au moins le fragment compris 
5 entre les aminoacides 162 et 201 et au plus le fragment compris entre les aminoacides 
55-235 est delete. 

17°) Proteine kinl7ARH selon la revendication 16, caracterisee en ce 
que ladite proteine kin 17 tronquee correspond a la proteine kin 17 de souris dans 
laquelle le fragment compris entre les aminoacides 129-228 est delete et presente la 

10 sequence SEQ ID NO:22 (sequence denommee Mm kin 17 ARH). 

1 8°) Proteine kinl 7ARH selon la revendication 16, caracterisee en ce 
que ladite proteine kin 17 tronquee correspond a une proteine kinl 7 humaine dans 
laquelle le fragment 129-228 est delete et presente la sequence SEQ ID NO:23 
(sequence denommee Hs kinl 7 ARH). 

15 19°) Fragment d'une sequence d'acide nucleique codant pour un 

segment d'une proteine kinl 7 de mammifere, caracterise en ce qu'il comprend entre 
300 et 360 nucleotides codant pour la partie C-terminale d'une proteine kin 17 de 

mammifere (SEQ ID NO : 1 ou SEQ ID NO :24) et est apte a contrdler la proliferation 

1 

cellulaire. 

20 20°) Fragment selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il est 

selectionne dans le groupe constitue par la SEQ ID NO:33 et la SEQ ID NO:34. 

21°) Fragment de proteine kin 17, caracterise en ce qu'il comprend 

entre 100 et 120 acides amines, situes en position C-terminale de la sequence SEQ ID 

NO :25 ou de la sequence SEQ ID NO :26. 
25 22°) Fragment selon la revendication 21, caracterise en ce qu'il est 

selectionne dans le groupe constitue par la SEQ ID NO:35 et la SEQ ID NO:36. 

23°) Utilisation d'une proteine kinl 7 de mammifere ou d'un 

fragment de proteine selon Tune quelconque des revendications 21 et 22, pour la 

preparation d'un medicament controlant la proliferation cellulaire. 
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